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Kapitel 1

Einleitung

Sarkoide sind die bei Pferden am héaufigsten vorkommenden Hauttu-
more. Die equinen Sarkoide wurden erstmalig durch Jackson (Jackson|,
1936) als lokal aggressive fibroblastische Hauttumore beschrieben
und konnen alle Einhufer (Equiden) betreffen. Sarkoide kénnen zur
Beeintrichtigung des Allgemeinbefindens der erkrankten Tiere fiih-
ren und sind aufgrund ihrer Lage und Ausdehnung haufig mit einer
Nutzungseinschrankung verbunden. Es existieren verschiedene Thera-
piemethoden die jedoch hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und Sicherheit
erhebliche Méngel aufweisen. In der veterinér- und humanmedizinischen
Forschung wird seit vielen Jahren intensiv nach geeigneteren Verfahren
gesucht, verschiedene Arten von Tumoren zu behandeln. Ein neuer und
besonders vielversprechender Ansatz besteht in der Immuntherapie,
beispielsweise durch die Verwendung autologer dendritischer Zellen.
Erste humanmedizinische Studien wurden dazu Mitte der 90-er Jahre
des vergangenen Jahrhunderts durchgefiihrt.

Die vorliegende klinische Arbeit beschreibt die Therapie equiner Sar-
koide durch die Kombination der chirurgischen Entfernung der Tumore
und die anschliefende Applikation einer auf autologen dendritischen
Zellen basierenden Vakzine. Ziele der Arbeit waren der Nachweis der
Sicherheit der neuen Methode sowie die Uberpriifung des Auftretens
von Nebenwirkungen im Rahmen einer ersten klinischen Studie.

Im folgenden Kapitel |2l werden die Grundlagen der Ursachen der Er-
krankung, ihre Diagnostik und die in der Literatur beschriebenen The-
rapiemethoden dargestellt. Die Therapie mittels autologer dendritischer
Zellen bildet dabei einen Schwerpunkt. Die Einzelheiten und speziel-
len Auspragungen der angewendeten Therapie, basierend auf autologen
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

dendritischen Zellen, werden im Kapitel Material und Methoden (Kapi-
tel |3) detailliert beschrieben. Die erzielten Ergebnisse sind im Kapitel
dargestellt und werden anschlieffend im Kapitel [5] diskutiert. Eine Zu-
sammenfassung der Ergebnisse der Arbeit wird im Kapitel [6] gegeben.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Definition des equinen Sarkoids

Der Begriff des equinen Sarkoids wurde geprégt, um diese Tumorart von
anderen Tumoren in der Haut der Equiden, wie Papillomen, Fibrosar-
komen, Fibromen und Granulomen zu unterscheiden (Jackson, [1936)).
Der Begrift basiert auf der morphologischen Beschreibung der tumord-
sen sarkomartigen Verdnderung. Seither wurde das equine Sarkoid als
semimaligner, lokal invasiver Tumor der Haut eingestuft (Jackson) (1936
Weiss, 1990). Von einer Metastasierung in innere Organe wurde nicht
ausgegangen. Jiingere Publikationen sprechen jedoch, mit Bezug auf das
invasive und rekurrente Auftreten, von einer Malignitdt (Marti et al.
1993). Zudem existiert aufgrund der Ansiedlung an und dem spéteren
Einbrechen von Sarkoiden in Lymphgefafe bei der malevolenten Form
die Moglichkeit der entfernten Metastasierung (Knottenbelt und Walker,
1995).

2.2  Vorkommen

Sarkoide konnen bei allen Equiden (Pferde, Esel, Maultiere und Zebras)
auftreten (Jackson, 1936)). Die in der Literatur angegebenen Haufigkei-
ten des Vorkommens schwanken zwischen 12,9% und 67,0% aller Tumo-
re der Equiden (Strafuss et al., 1973; [Sullins et al., |1986)). Sie konnen
solitdr oder multipel auftreten (Howarth, |1990). Frithe Arbeiten zu die-
sem Thema zeigten keine Abhéngigkeit von Alter, Geschlecht und Rasse
betroffener Pferde (Ragland et al., |1970; Howarth| |1990). Angelos und
Kollegen berichteten iiber ein erhdhtes Risiko fiir das Auftreten von Sar-
koiden bei Quarter Horses (Angelos et al., [1988)). Neuere Publikationen
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4 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

beschreiben eine Haufung in ménnlichen Individuen (Mohammed et al.)
1992; Reid, 1992)). Eine Akkumulation von Sarkoiden in Pferdefamilien
wurde ebenfalls dargestellt (Ragland et al., [1966)). Der fritheste Zeit-
punkt, an dem Sarkoide diagnostiziert wurden, ist bei Jahrlingen (Marti
et al., 1993). Meist werden Sarkoide jedoch in einem Lebensalter von 3-6
Jahren erstmals bemerkt (Strafuss et al| [1973; Marti et al., [1993)).

2.3 Lokalisierung

Equine Sarkoide konnen am gesamten Korper auftreten. Am héufigsten
betroffene Regionen sind der Kopf, das ventrale Abdomen, die Leistenge-
gend und die Gliedmafen (Jackson|, [1936; Strafuss et al., [1973; [Torronte-
gui und Reid}, [1994). In einer Untersuchung von 117 Pferden wurden von
insgesamt 535 Sarkoiden 32% am Abdomen, 16% im Bereich der Vor-
derbrust, 16% an den Hintergliedmafen, 14 % am Kopf, 8% am Nacken,
7% am Thorax und 7% an den Vordergliedmafen diagnostiziert (Marti
et al.;|1993). In einer weiteren Studie kamen bei 51 untersuchten Pferden
insgesamt 219 Sarkoide vor. Davon befanden sich 50,2% in der Leisten-
gegend, 26% am ventralen Abdomen und 14,2% am Kopf (Torrontegui
und Reid} 1994).

2.4 Atiologie

In zahlreichen frithen Studien wurde die Atiologie von equinen Sarkoi-
den diskutiert. Die ersten Vermutungen einer infektiosen Ursache stam-
men bereits von Jackson im Jahr 1936 (Jackson| 1936), Olson im Jahr
1948 (Olson, |1948) und Olson und Kollegen im Jahr 1951 (Olson und
Cook, 1951)). Olson und Kollegen demonstrierten, dass die Inokulation
von zellfreien Extrakten aus Hauttumoren von Rindern (bovine Haut-
tumoren) beim Pferd makroskopisch und mikroskopisch sarkoidahnliche
Lésionen verursachten. Diese Léasionen zeigten jedoch im Gegensatz zu
natiirlich auftretenden Sarkoiden eine spontane Regression (Olson und
Cook, 1951)).

Auch spitere Berichte von Ragland und Kollegen iiber ein epizooti-
sches Auftreten von Sarkoiden in einer Herde von verschiedenen Pfer-
derassen (Quarter Horses, Appaloosas und Ponies) im US-Staat Wa-
shington liefen eine infektiose Genese vermuten (Ragland et al., 1966)).
Voss konnte 1969 nach Ubertragung von Sarkoidgewebe zwischen Pfer-
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den anschliefsend nur bei wenigen Empfangertieren Sarkoide diagnosti-
zieren (Voss, 1969)). Dies ldsst vermuten, dass neben einem infektiosen
Agens auch notwendige Kofaktoren zur Etablierung von Sarkoiden bei-
tragen. Es gilt heute als gesichert, dass Bovine Papillomviren 1 und 2
(BPV) das infektiose Agens equiner Sarkoide sind. So gelang es Amt-
mann und Kollegen, DNA von bovinen Papillomviren in spontan aufge-
tretenen Sarkoiden nachzuweisen und zugleich zu zeigen, dass das BPV-
Genom nicht in die Wirtszell-DNA integriert ist, sondern in episomaler
Form vorliegt (Amtmann et al., [1980). 1985 wies Trennfield auch in vol-
lig intakter Pferdehaut BPV - Sequenzen nach (Trennfield et al., 1985).
Die Mitwirkung von Kofaktoren ist auch beim Menschen nicht unge-
wohnlich fiir eine Infektion mit Papillomviren. So konnte in einer um-
fangreichen internationalen Studie gezeigt werden, dass bis zu 70% der
untersuchten Hautproben von gesunden Menschen positiv fiir humane
Papillomviren (HPV) waren (Antonsson et al., 2003)). In einer anderen
Studie wurden bei mehr als 90% der untersuchten Menschen asympto-
matische HPV-Infektionen nachgewiesen (Antonsson et al., [2000). Eine
BPV-Genexpression wurde von Nasir und Reid in 20 untersuchten equi-
nen Sarkoiden mittels PCR untersucht. Sie konnten in allen analysier-
ten Sarkoiden DNA von BPV-1 und BPV-spezifische RNA nachweisen.
BPV-Typ 2 kommt nach Aussage der Autoren nur in etwa 1% der un-
tersuchten Sarkoide vor (Nasir und Reid, |1999). Martens et al. konnten
bei 19 von equinen Sarkoiden betroffenen Pferden das Vorhandensein
von BPV-DNA bestéatigen. Der DNA-Nachweis gelang sowohl im Tumor
selbst, als auch im umliegenden gesunden Gewebe (Martens et al., 2001).
Johne und Kollegen konnten das Genom von BPV 1 und BPV 2 in fast
allen von Pferden stammenden Sarkoidproben feststellen (Johne et al.|
2004). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Entstehung
equiner Sarkoide auf eine Infektion mit BPV und dem Vorhandensein
notwendiger Kofaktoren zuriickzufiihren ist.

2.4.1 Papillomviren als Ursache fiir equine Sarkoide

In den folgenden Abschnitten wird zunéchst auf die Familie der Papil-
lomaviridae und anschliefend auf die Virustypen Bovine Papillomviren
und Equine Papillomviren eingegangen.
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Charakterisierung von Papillomviren

Bei der Familie der Papillomaviridae handelt es sich um unbehiillte
DNS-Viren mit einem im Durchmesser 55 nm grofen ikosaedrischen
Kapsid, welches das zirkuldre, bis zu 8,2 kb grofe doppelstringige Ge-
nom umgibt (Kaaden und Mahnel| [1993). Weltweit kommt eine Vielzahl
von Papillomviren bei Menschen und Tieren vor. Allein beim Menschen
wurden 85 verschiedene Genotypen von HPV charakterisiert (Antons-
son et al., 2000). Eigene Papillomviren wurden auch bei Rindern,
Pferden, Schafen, Hunden, Kaninchen, Elchen und Végeln beschrieben
(Lancaster und Olson, [1982). Durch die Infektion von Epithelzellen
induzieren Papillomviren in der Regel epitheliale Infektionen, die
persistieren konnen und nur gelegentlich zur Entstehung pathologischer
Formen, wie Hyperplasien, fithren. Diese konnen dann ein progressives
Wachstum zeigen und sich zu malignen Neoplasien wandeln (McBride
et al., [2000; Chambers et al., 2003)). Die Infektion der Epithelzellen
fithrt zu einer Hyperplasie der Zellen in der Spindelzellschicht der Haut,
der Akanthosis (Lancaster und Olson| 1982).

Bei der Entstehung von Papillomen spielen endogene Kofaktoren,
wie zum Beispiel eine Immunsuppression, oder exogene Kofaktoren, wie
UV-Strahlung und zusédtzliche Infektionskrankheiten, eine grofe Rolle
(Gross|, 1985)). Wie bereits erwéhnt, sind Papillomviren spezies- und ge-
webespezifisch. Doch auch andere Spezies kdnnen gelegentlich infiziert
werden und im Vergleich zum natiirlichen Wirt, treten bei ihnen andere
pathologisch-anatomische Verdnderungen auf (Chambers et al., 2003).
Ein Beispiel ist das Cottontailrabbit Papillomavirus (CRPV), das beim
natiirlichen Wirt, dem Baumwollschwanzkaninchen (Cottontail rabbit)
(Sylvilagus floridanus) zur Ausbildung von gutartigen Hauttumoren
(Papillome) fiihrt, die meist regredieren und nur manchmal (23%) zu
Karzinomen entarten. Bei einer Infektion des Hauskaninchen (Orycto-
lagus cuniculus) mit CPRV kommt es nach Ausbildung von Papillomen
sehr hiufig (80%) zur Entartung in Form von Karzinomen mit nachfol-
gender Metastasenbildung (Jeckel, 2003).

Bovine Papillomviren

Bovine Papillomviren stellen epitheliotrope Viren dar, die in der Lage
sind benigne und maligne Lésionen beim Rind auszulosen (Lancaster
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und Olson, [1982). Die verschiedenen klinischen Erscheinungsformen der
Papillomatose der Rinder werden durch 6 unterschiedliche Papillomvi-
rustypen (BPV 1-6) hervorgerufen. BPV 1 und 2 verursachen Fibropa-
pillome der Haut und des Genitalepithels. Am Digestionstrakt konnen
Fibropapillome durch BPV 3 und squamdse Papillome durch BPV 4
induziert werden. An den Zitzen fithren BPV 5 zur Ausbildung von Fi-
bropapillomen und BPV 6 zu Papillomen (Kaaden und Mahnel, 1993).
Wie im Abschnitt beschrieben, wird heute allgemein akzeptiert,
dass BPV 1 und 2 mit der Genese des equinen Sarkoids assoziiert sind
(Chambers et al., 2003).

Das Genom der BPV 1 lisst sich in 3 Regionen unterteilen. Die friihe
Region kodiert die transformierenden Proteine E5, E6 und E7 sowie die
an der Regulation der Transkription und Replikation beteiligten Prote-
ine E1 und E2. Die spéite Region kodiert die Strukturproteine L1 und
L2. Zwischen beiden Regionen befindet sich die Kontrollregion, welche
Promotoren und Verstirker der Transkription sowie den Ursprungsort
der DNA-Replikation enthélt (Chambers et al., [2003). E5 ist das haupt-
transformierende Protein von BPV 1. Es konnte von Carr und Kollegen
in allen der 23 untersuchten equinen Sarkoiden mittels PCR nachgewie-
sen werden (Carr et al., 2001). E5 ist ein intrazellulir an Membranen
gebundenes Protein, das iiber drei verschiedene Wege seine Wirkung
entfaltet. Durch die stabile Bindung an die Membran des Golgiappa-
rates oder anderer intrazellulirer Organe wird der PDGF-Rezeptor (3
(platelet-derived growth factor) aktiviert und durch Dimerisation und
Transphosphorylierung modifiziert. Dadurch wird eine Signalkaskade ak-
tiviert, die zur Produktion eines intrazelluldren stimulierenden Wachs-
tumssignals fithrt (DiMaio und Mattoon) 2001)). Des Weiteren bindet E5
an Komponenten der Gap-Junctions, wodurch die interzellulidre Kommu-
nikation reduziert und die infizierte Zelle letztlich von der Umgebung iso-
liert wird (Faccini et al [1996)). Ferner kommt es durch Alkalinisierung
von Endosomen und des Golgiapparates zur intrazellularen Retention
von MHC-Klasse 1-Molekiilen (Marchetti et al., [2002). Folglich kann die
infizierte Zelle nicht durch T-Zellen erkannt werden, da dies eine Prasen-
tation der Zellen durch MHC-Molekiile erfordern wiirde (Jungi, [1996)).

Equine Papillomviren

O‘Banion und Kollegen identifizierten 1986 das equine Papillomvirus
(EPV) als Ursache von Papillomen. Die Autoren vertraten auch die The-
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se, dass zwischen dem EPV und dem equinen Sarkoid eine Verbindung
existiert (O Banion et al. 1986)). Dafiir finden sich in der modernen
Literatur aber keine weiteren Hinweise.

2.4.2 Dispositionen fiir equine Sarkoide

Rassedisposition: Wie unter kurz erwéhnt, berichteten Angelos
und Kollegen iiber eine nahezu verdoppelte Sarkoidhaufigkeit in
Quarter Horses gegeniiber Vollbliitern (Angelos et al., 1988). Nach
Meinung vieler anderer Autoren sind jedoch alle Pferderassen glei-
chermafien betroffen (Sullins et al., |1986; Ragland et al., [1970; Ho-
warth) 1990).

Altersdisposition: Pferde sind vorwiegend in einem Lebensalter zwi-
schen 3 und 6 Jahren zum ersten Mal von equinen Sarkoiden be-
troffen (Marti et al., [1993; [Strafuss et al. 1973 [Sundberg et al.|,
1977). Seltener treten sie bereits bei Jahrlingen auf (Marti et al.|
1993)). Eine echte Altersdisposition liegt somit nicht vor.

Geschlechtsdisposition: Oft wird eine Haufung in ménnlichen Indi-
viduen genannt, die jedoch bisher nicht signifikant belegt werden
konnte (Vanselow et al., [1988; Mohammed et al., [1992; Reid, |1992)).
Reid und Kollegen stellten zudem in ihrer Studie mit 503 Pferden
fest, dass doppelt so viele Wallache wie Hengste betroffen waren.
Sie vermuten, dass das chirurgische Trauma einer Kastration in
Zusammenhang mit dem Auftreten equiner Sarkoide steht. Es wird
angenommen, dass durch Insekten iibertragene Pathogene in die
Kastrationswunde eindringen kénnen (Reid et al., 1994; Reid und
Mohammed, |1997)). Dem steht entgegen, dass an dieser Lokalisation
keine Haufung von Sarkoiden berichtet wurde.

Familiare Disposition: Eine familidre Hiufung wurde von Ragland
und Kollegen genannt (Ragland et al., |1966)). Sie berichteten {iber
das Auftreten equiner Sarkoide in einer Ponyherde. Vier der be-
troffenen Pferde waren gleicher Abstammung. Von anderen Auto-
ren wurde diese Vermutung bisher nicht bestitigt, an dieser Stelle
kann aber auch eine genetische Disposition in Betracht kommen.

Genetische Disposition: Der grundlegende Mechanismus einer gene-
tischen Disposition ist variabel. Im Falle des equinen Sarkoids schei-
nen bestimmte MHC-Klasse-II-Allele mit einem besonders emp-
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fanglichen Immunsystem in Verbindung zu stehen (Marti et al.|
1993; Chambers et al., 2003)). Allerdings fehlen an dieser Stelle wei-
tergehende Studien mit einem grofen Patientenkollektiv und ent-
sprechenden Kontrollgruppen aus verschiedenen Pferderassen.

2.5 TUbertragung

Obwohl bovine Papillomviren eine infektiose Ursache fiir equine Sarko-
ide darstellen, ist der Weg der Ubertragung bis heute unklar. Es wird
vermutet, dass Sarkoide besonders an Wunden von Pferden auftreten,
die mit Insekten als Vektoren in Kontakt gekommen sind (Voss, 1969;
Chambers et al., [2003).

2.6 Klassifikation und klinisches Bild equiner Sar-
koide

Bereits 1970 unterschieden Ragland und Kollegen drei Erscheinungs-
formen - einen verrukosen (Typ I), einen fibroblastischen (Typ II) und
einen Mischtyp (Typ III). Alle Typen kénnen sowohl der Hautoberfldche
breit aufsitzend (sessile Form), als auch gestielt vorkommen (Ragland
et al, 1970)).

1981 beschrieben Pascoe und Summers einen vierten Typ, der
sich durch ein sehr langsames Wachstum, haarlose Stellen mit einem
oder mehreren kleinen Hautknotchen und einer Grofe von 5-15 mm
auszeichnet (Pascoe und Summers, 1981)). 1985 bezogen Tarwid und
Kollegen diese Form in die Klassifikation von Ragland aus dem Jahr
1970 ein und nannten es den okkulten Typ (Tarwid et al., 1985)).

2003 unterschied Knottenbelt in seiner Studie sechs verschiedene Sar-
koidtypen und deren Untertypen (Knottenbelt, 2003):

1. Okkultes Sarkoid
2. Verrukoses Sarkoid
3. Nodulares Sarkoid

e Typ A: ohne Einbezug der Haut
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e Typ B: mit Einbezug der Haut
4. Fibroblastisches Sarkoid

o Typ 1: gestielt

e Typ 2: sessil (auf einer Basis sitzend)
5. Gemischtes Sarkoid

6. Malignes / Malevolentes Sarkoid

2.6.1 Pathologisch-anatomische Diagnose

Okkultes Sarkoid

Okkulte Sarkoide sind bekannt als langsam wachsende Tumore mit rau-
her, haarloser und zum Teil schuppiger Oberflache. Sie erreichen Durch-
messer von 2-5 cm und kommen besonders im Gesicht und an wenig
behaarten Korperstellen vor (Knottenbelt], 2003)).

Verrukoses Sarkoid

Ein verrukoses Sarkoid zeichnet sich primér durch seine warzenartige,
haufig ulzerierte und verkrustete Oberfliche aus. Die umgebende Haut
des meist sessilen Tumors kann haarlos sein. Der Tumor wéachst nicht
iiber eine Grofse von 6 cm hinaus und kommt insbesondere an Kor-
perstellen vor, die starker mechanischer Beanspruchung ausgesetzt sind
(Lepage et al., |1998). Diese Form des Sarkoids kann jahrelang unveréin-
dert bleiben und sich bei erneuter starker mechanischer Beanspruchung
in den fibroblastischen Typ umwandeln (McMullan, 1982 Brown), (1983)).
Verrukose Sarkoide befinden sich besonders am Kopf und in der Leisten-
gegend (Knottenbelt|, 2003).

Noduldres Sarkoid

Noduléare Sarkoide sind gut definierte subkutane Knotchen, die iiberwie-
gend zwischen 5-20 mm grof sind, jedoch in seltenen Fallen auch grofere
Ausmafse annehmen konnen. Sie treten solitdr oder multipel vor allem
an den Augenlidern, am Penis und in der Leistengegend auf. Die dariiber
liegende intakte Haut kann diinner werden und ulzerieren (Typ B). Im
Folgenden kann sich der Tumor zu dem fibroblastischen Typ entwickeln.
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Fibroblastisches Sarkoid

Fibroblastische Sarkoide verfiigen iiber eine variable Morphologie. Es
kann die sessile Auspragung mit subkutan liegenden, frei beweglichen,
gelblich-weiffen Knoten (Typ 2) von der gestielten Form (Typ 1) unter-
schieden werden. Bei der letzteren ist die Oberfliche oft ulzeriert und
bakteriell infiziert. Fibroblastische Sarkoide zeigen ein rasches Wachs-
tum und konnen Durchmesser von mehr als 20 cm erreichen (Lepage
et al., |1998; Knottenbelt, 2003). Fibroblastische Sarkoide treten héufig
am Augenlid, an den Gliedmaken und in der Leistengegend auf (Knot-
tenbelt|, 2003)).

Gemischtes Sarkoid (Mischtyp)

Der Mischtyp stellt eine Ubergangsform vom verrukdsen und fibroblasti-
schen Sarkoid dar. Variationen in den dominierenden Proportionen sowie
in den Lokalisationen der zwei genannten Typen sind moglich (Lepage
et al., [1998; Knottenbelt|, 2003)).

Malevolentes Sarkoid / Malignes Sarkoid

Malevolente Sarkoide sind dadurch ausgezeichnet, dass sie in unmittelba-
rer Nahe zu Lymphgefafien und Lymphknoten auftreten. Es handelt sich
um zum Teil ulzerative Knétchen mit variablem Erscheinungsbild. We-
gen ihrer Lokalisierung wird von einer starken Aggressivitat und mogli-
chen Metastasierung in innere Organe ausgegangen (Knottenbelt, 2003).

2.6.2 Histopathologische Diagnose

Aufgrund des variablen Erscheinungsbildes equiner Sarkoide, der Mor-
phologie der Hautverdanderung, der anatomischen Lokalisation, des Alter
des Tieres und der erhobenen Anamnese kann eine klinische Verdachts-
diagnose gestellt werden. Durch eine histopathologische Untersuchung
kann die Abgrenzung zu den Differentialdiagnosen (siehe Abschnitt
erbracht werden. Allerdings wurden mdogliche Komplikationen infolge ei-
ner Biopsie genannt. So berichtete Brown von der méglichen Auslosung
von Sarkoiden an bisher nicht betroffenen Korperstellen (Brown, 1983)
und Knottenbelt von einem sehr starkem Tumorwachstum an der Ent-
nahmestelle (Knottenbelt|, 2003)). Ungeachtet ihrer anatomischen Vielfalt
unterscheiden sich die Sarkoide histologisch nur wenig (Ragland et al.|
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1970). Martens und Kollegen (Martens et al., 2000a)) untersuchten in
ihrer Studie 50 Sarkoide von 31 Pferden in Hinblick auf histologische
Gemeinsamkeiten unter Beriicksichtigung der Einteilung in fiinf Grup-
pen: okkult, verrukos, fibroblastisch, noduldr und gemischt. In jedem
der untersuchten Sarkoide konnten BPV-DNA und eine erh6hte Dichte
an dermalen Fibroblasten nachgewiesen werden. Das Auftreten der ge-
nannten typischen Verdnderungen wurde bestatigt, eine histopathologi-
sche Unterscheidung der fiinf genannten Sarkoidtypen konnte daraufhin
jedoch noch nicht erbracht werden (Martens et al., 2000a).

Schon 1936 beschrieben Jackson und Kollegen das equine Sarkoid als
einen biphasischen Tumor, der aus einer epidermalen und einer derma-
len Komponente besteht (Jackson, [1936). Die meisten Sarkoide entspre-
chen dieser Einteilung. Nur selten ist die epidermale Komponente nur
geringfiigig oder gar nicht vorhanden (Ragland et al., 1970). Der Uber-
gang zum gesunden Gewebe ist selten eindeutig zu erkennen (Pascoe
und Summers, 1981). Die Epidermis kann hyperkeratotisch, hyperpla-
stisch, normal oder atrophisch sein. Erosionen und Ulzerationen lassen
sich oft nachweisen. Dem dermalen Anteil kommt jedoch die grofere dia-
gnostische Bedeutung zu. Es kommt zur massiven Zubildung von der-
malen Fibroblasten mit erhohter Mitoserate, die Zellkerne mit variabler
Grobe enthalten (Yager und Scott], 1994). Die Fibroblasten und viele
unreife Kollagenfasern liegen in Biindeln, wirbel- oder fischgritendhn-
lich (“heringbone pattern”) angeordnet. Sarkoide sind durch tief dermal
ziehende Reteleisten gekennzeichnet, wodurch eine Abgrenzung zu Fi-
brosarkomen moglich ist. Subepidermal ordnen sie sich oft fingerartig
in einem 90° Winkel an, was als “picket fences” bzw. pallisadenartig be-
zeichnet wird (Ragland et al., |1970; Sullins et al., |1986; Tarwid et al.|
1985)). Tarwid und Kollegen vermuten, dass der Anteil der Kollagenfa-
sern vom Alter des Sarkoides abhéngt (Tarwid et al|,1985). Nach Auffas-
sung von Pascoe und Summers sind die Kollagenfasern in Relation zur
Wachstumsgeschwindigkeit des Sarkoides zu sehen (Pascoe und Sum-
mers|, (1981)). Threr Meinung nach, ist in rapide wachsenden Sarkoiden
der dermale Anteil durch junge, sich infiltrativ ausbreitende Fibrobla-
sten mit zahlreichen Mitosen gekennzeichnet. Dagegen weisen langsam
wachsende Sarkoide reife Fibrozyten mit einer geringen Mitoserate aber
starker Kollagenfaserproduktion auf, die eine scharfe Abgrenzung zur
umgebenden Dermis schaffen (Pascoe und Summers, 1981)).
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2.7 Differentialdiagnosen

Klinisch kann nur eine Verdachtsdiagnose gestellt werden. Eine Reihe
von nachfolgend aufgefiihrten Differentialdiagnosen (Tumore und tumo-
rahnliche Neubildungen) ist klinisch bzw. histopathologisch auszuschlie-
fsen.

2.7.1 Tumore

Papillom

Papillome sind nach Auffassung von Pascoe und Kollegen nach dem
equinen Sarkoid die zweithdufigste Tumorart beim Pferd (Pascoe und
Summers, 1981). Sundberg und Kollegen beschrieben es nach dem
equinen Sarkoid und dem Plattenepithelkarzinom als dritthaufigste
Neoplasie bei Pferden (Sundberg et al. |1977). Papillome werden zu
den benignen epithelialen Geschwiilsten geziahlt (Weiss, 1990; Cowell
und Tyler, 2002). Der Papillombildung liegt primér eine Proliferation
des Epithels zugrunde, die zusétzlich durch eine massive Bindege-
websbildung in der tiefer gelegenen Lamina propria begleitet sein
kann. Histologisch konnen in Papillomen ein zellreicher Bindegewebs-
grundstock, bestehend aus fibroblastoiden Zellen, kollagenen Fasern
und Blutgefafsen, und ein oberflichliches Plattenepithel nachgewiesen
werden. Letzteres kann zusétzlich verdndert sein. So konnen sowohl eine
verstiarkte (Hyperkeratose) als auch eine unvollstdndige (Parakeratose)
Verhornung des Epithels vorhanden sein (Sandersleben et all [1989).
Sloet und Kollegen unterschieden die folgenden vier Formen von equinen
Papillomen (Sloet und Knottenbelt, 2001):

Congenitales Papillom: Durch intrauterine  Ubertragung  der
Papillomviren kann eine Papillomatose bei Neonaten auftre-
ten. Die in seltenen Fillen persistierenden Verdnderungen kénnen
chirurgisch entfernt werden.

Juveniles Papillom (Graswarzen): Juvenile Warzen sind die héu-
figste Form von Papillomen. Sie treten besonders im Sommer im
Bereich vom Gesicht, an den Genitalien und an den distalen Glied-
mafen auf. Oft kommt es zur Ausbildung von multiplen Warzen,
die nach etwa 12 Wochen spontan regredieren.
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Papillom bei adulten Pferden: Einzelne grofe oder multiple kleine
Papillome konnen im Genitalbereich von erwachsenen Pferden vor-
kommen. Nur sehr selten entarten sie in einem langen Zeitraum
des Bestehens oder durch vorliegende Immunsuppression zu einem
malignen Tumor.

Aurale Plaques (Akanthosis der Ohrmuschel) Es handelt sich
um graue proliferative Zubildungen an der Innenseite der Ohrmu-
scheln &lterer Pferde, die nach dem Auftreten schmerz- und reakti-
onslos sind und keine Tendenz zur Regression zeigen.

Melanom

Melanome sind als priméar benigne Tumoren beschrieben, die Tendenz
zur Malignitét zeigen konnen (Cowell und Tyler, 2002). Es handelt
sich um solitdre oder multiple Knoten, die insbesondere perianal, an
der Schweifriibe oder seltener am Kopf adulter Pferden auftreten. Ma-
ligne Melanome metastasieren iiber die Lymphbahn oder iiber das Blut
in regionale Lymphknoten (Cowell und Tyler, 2002). Bis zu 80% der
Schimmel ab einem Lebensalter von circa 15 Jahren weisen Melanome
auf (Scott, 1988). Benigne Melanome wachsen dermal oder epidermal-
dermal und bestehen aus spindeligen bis epitheloiden Zellen, die varia-
blen Melaningehalt aufweisen. Es konnen Zellnester auftreten, die durch
feine Bindegewebssepten zur Umgebung abgegrenzt werden (Scott|, 1988;
Smith et al., 2002). Die hdufig anaplastischen Zellen maligner Melano-
me zeigen ein verstirkt wirbeliges und nestartiges Wachstum sowie oft
einen Verlust der Melaninbildung (Scott, 1988; |Smith et al., 2002).

Fibrom

Fibrome gehoren zu den benignen, mesenchymalen Tumoren. Diese lang-
sam wachsenden Tumore betreffen iiberwiegend adulte Tiere und wei-
sen keine Tendenz zur Metastasierung und Rezidivierung auf (Dahme
et al., [2007). Sie manifestieren sich zum einen im Fibroma durum, einer
harten Geschwulst, in der eine Vielzahl an dicht liegenden Kollagenfa-
serbiindeln mit wenig Zellkernen dominiert. Zum anderen kommt das
weiche Fibroma molle vor, dass durch wenige kollagene Fasern mit vie-
len Zellkernen charakterisiert ist (Weiss, [1990). Die Zellen eines Fibroms
zeigen uniforme Groke und Gestalt sowie runde Zellkerne (Cowell und
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Tyler, 2002). Sie konnen durch ihr expansives Wachstum zur Kompres-
sion des umliegenden Gewebes fiithren, wachsen jedoch, im Gegensatz zu
den Sarkoiden, nicht infiltrativ (Tarwid et al., [1985; Dahme et al., 2007).
Fibrome kommen besonders am Ohr, am Augenlid, am Oberkiefer und
an den Gliedmafen vor (Sundberg et al.,[1977). Fibrome koénnen auch im
Strahlbereich des Hufs als derbe Geschwulst vorkommen (Knottenbelt
und Pascoe, 2000)).

Neurofibrom (Schwannom)

Neurofibrome gelten als von den Schwannschen Zellen ausgehende be-
nigne Tumore (Weiss, 1990). Pascoe und Summers beschrieben sie als
2-3 mm grofe, schrotkugeldhnliche Gebilde im Bereich der Unterhaut
von Augenlidern, die solitdr oder multipel vorkommen konnen (Pascoe
und Summers, 1981)). Makroskopisch konnen diese Tumore mit dem ok-
kulten Sarkoid verwechselt werden, jedoch fehlen im Vergleich hierzu
die haarlosen Bereiche. Histologisch kénnen spindelférmige neoplasti-
sche Schwannsche Zellen mit langlich plumpen Zellkernen nachgewiesen
werden. In dhnlicher Anordnung wie beim equinen Sarkoid ist ein varia-
bler Kollagenfasergehalt zu erkennen (Stannard und Pulley|, |1990; Stark
et al., 2002)). Entsprechend besteht die Differenzierung zum Sarkoid in
dem histologischen Nachweis von Nervengewebe (Tarwid et al., [1985)),
gegebenenfalls mit Hilfe der Immunhistochemie.

Plattenepithelkarzinom

Plattenepithelkarzinome sind maligne epitheliale Tumore (Weiss, 1990).
Sie treten bei Pferden ab dem 4. Lebensjahr bevorzugt an wenig be-
haarten Kérperstellen oder mukokutanen Ubergiingen auf (Pascoe und
Summers, (1981). Sundberg und Kollegen beschrieben das Vorkommen
besonders bei élteren Tieren (Sundberg et al., [1977). Histopathologisch
konnen abgrenzend zum Sarkoid folgende Merkmale diagnostiziert wer-
den. Der Differenzierungsgrad eines Plattenepithelkarzinomes kann er-
heblich variieren (Sandersleben et al., 1989)). Relativ ausgereifte Plat-
tenepithelkarzinome bestehen aus Epithelzapfen, die den Aufbau der
Epidermis imitieren. Angrenzend an das Stroma finden sich basalzel-
lahnliche Geschwulstzellen, die in Richtung Stachelzellen differenzieren
und verhornte Zellen umgeben. Da das Horn nicht an der Oberflache ab-
gegeben werden kann, sammelt es sich in Form von Hornperlen zwischen
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den Zellstringen. Die infiltrierend wachsenden Zellstrange kénnen von
chronisch entziindlichen Prozessen begleitet sein, was zu einer, zum Teil
erheblichen, Fibroblastenprolieration fiihrt. Bei unreifen Tumorformen
erscheint das histologische Bild weitaus unregelméfiger, denn nur ein
Teil der basalzellahnlichen Geschwulstzellen reift zu Stachelzellen und

es kommt nur bei wenigen Zellen zur Verhornung (Sandersleben et al.)
1989; [Stannard und Pulley| 1990).

Fibrosarkom

Fibrosarkome sind beim Pferd selten vorkommende, maligne mesenchy-
male Tumore, die Tendenz zur Metastasierung in innere Organe und
starke Rezidivneigung zeigen (Tarwid et al., 1985; Weiss, 1990; Dahme
et al., 2007)). Sie konnen sowohl von kutanen als auch von subkutanen
Geweben ausgehen und zeigen oft eine oberflachliche Ulzeration (Cowell
und Tyler, 2002). Lepage und Kollegen berichteten von Fibrosarkomen
im Inguinalbereich, die nur histologisch vom equinen Sarkoid zu unter-
scheiden sind (Lepage et al., [1998)). Die meist anaplastischen Zellen von
Fibrosarkomen erscheinen oval geformt und weisen oft nur einen un-
deutlichen eosinophilen Cytoplasmaanteil auf (Cowell und Tyler, 2002;
Dahme et al., 2007). Die Tumorzellen liegen dicht aneinander in Zell-
biindeln, die zum Teil im Fischgrétenmuster angeordnet sind (Dahme
et al [2007)). Gelegentlich sind mehrkernige Zellen zu finden. Variatio-
nen in Zellgrofe, Zellkerngrofe und Zellform sprechen fiir das maligne
Potential des Tumors (Cowell und Tyler] 2002).

Mastzelltumor

Mastzelltumore der Haut der Equiden sind seltene, benigne mesenchy-
male Tumore. Oft handelt es sich um solitdre Lasionen an Kopf, Hals
und an den Gliedmafen (Cowell und Tyler, 2002). Nicht haufig kommt
es zur Ausbildung multipler Tumore bei Fohlen (Scott|, |1988). Sie zei-
gen zum Teil sehr starkes Wachstum jedoch keine Tendenz zur Meta-
stasierung und Rekurrenz (McEntee, 1991). Da die Tumorzellen diffus
in das Bindegewebe der Haut und der Unterhaut infiltrieren, ist eine
Abgrenzung zum umgebenden Gewebe oft schwierig. Histologisch kann
auch in einem Tumor ein stark variierender Differenzierungsgrad der Tu-
morzellen festgestellt werden. Weit ausgereifte Tumorzellen enthalten in
ihrem Zytoplasma einen hohen Gehalt an Heparin- und Histamin ent-
haltender Granula (Sandersleben et al.; [1989; |Cowell und Tyler, 2002}
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Dahme et al., 2007). Es kommen jedoch auch Tumorformen vor, in de-
nen nur vereinzelte Zellen wenig Granula enthalten. Hier kénnen zwi-
schen den Mastzellen liegende eosinophile Granulozyten diagnostiziert
werden (Sandersleben et al.; [1989)). Dem entsprechend besteht die Diffe-
renzierung zum Sarkoid in dem histologischen Nachweis der enthaltenen
Granula.

Kutanes Lymphom

Kutane Lymphome, auch epitheliotrope Lymphome genannt, sind sel-
tene Tumore, die bevorzugt in Epidermis und Dermis bei &lteren Pfer-
den vorkommen (Cowell und Tyler, 2002)). Sie kénnen sowohl solitir als
auch multipel iiber den ganzen Korper verteilt auftreten (Taylor und
Hillyer, 2001)). Die Oberflache der Tumore kann erodiert oder ulzeriert
sein (Dahme et al., 2007)). Eine histologische Untersuchung kann diese
Neubildungen gegeniiber Sarkoiden abgrenzen. So ist das histologische
Bild von einer Vielzahl an unterschiedlich ausdifferenzierten, zum Teil
atypischen, Lymphozyten mit starkem Epitheliotropismus gepragt. In
héheren Epidermislagen finden sich oft kleine herdférmige Tumorzellin-
seln (Pautrier Mikroabszesse) (Cowell und Tyler, 2002; Dahme et al.|
2007)).

2.7.2 Tumorihnliche Neubildungen

Granulationsgewebe

Granulationsgewebe entsteht im Rahmen chronischer, proliferativer Ent-
zindungen des Bindegewebes durch Bildung eines bindegewebigen Er-
satzgewebes mit Neubildung und Einsprossung von Blutgefiften. Cha-
rakteristisch fiir junges Granulationsgewebe ist das Dominieren von Fi-
broblasten und Endothelzellen. Weiterhin typisch sind im rechten Win-
kel zu Fibroblasten und Fibrozyten angeordnete Kapillarsprosse (Dah-
me et al., 2007). Alteres Granulationsgewebe weist vermehrt kollagene
Fasern und einen verminderten Zellgehalt auf (Dahme et al., 2007). Die
makroskopische Differenzierung zum Sarkoid, insbesondere dem fibrobla-
stischen Typ des Sarkoids, ist schwierig (Tarwid et al.; |1985; Pascoe und
Summers, [1981). Tarwid und Kollegen beschrieben zudem das Vorkom-
men von Granulationsgewebe auf der Oberfldche von Sarkoiden (Tarwid
et al., |1985). Im Vergleich zu equinen Sarkoiden kénnen in der Histo-
logie die gerichtete Anordnung der Kollagenfasern und die rechtwinklig
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dazu verlaufende Blutgefifie nachgewiesen werden (Ragland et al., 1970
Tarwid et al., |1985)).

Kutane Habronematose

Die kutane Habronematose ist eine parasitire Erkrankung, die durch
Helminthen-Larven der Gattungen Habronema und Draschia verursacht
werden konnen (Sloet und Knottenbelt| 2001). Als Vektoren dieser welt-
weit verbreiteten Erkrankung werden Fliegen angesehen. Es konnen in-
fektionstihige Larven iiber abgeschluckte oder auf Wunden sitzenden
Fliegen tibertragen werden. Im Fall des zuletzt genannten Infektionswe-
ges dringen die Larven in das Gewebe ein und fithren dort zur massiven
Bildung von Granulationsgewebe (Eckert|, [1992), der kutanen Habro-
nematose. Betroffene Lokalisationen sind vor allem die Umgebung der
Augen, die Beine, die Priputialregion und Wunden. Eine saisonale Hau-
fung, tibereinstimmend mit der Aktivitdt von Insekten, wird beschrie-
ben (Ragland et al., [1970; |Stannard und Pulley, 1990; Tarwid et al.|
1985)). Die meisten Lésionen dieser “schlechtheilenden Sommerwunden®
verschliefen sich am Ende des Sommers spontan (Sloet und Knotten-
belt|, |2001). Histologisch sind neben einer granulomatésen, purulenten
Dermatitis eine massive Ansammlung von eosinophilen Granulozyten
und Larven festzustellen (Lepage et al., [1998).

Botryomykose

Die Botryomykose ist eine seltene Erkrankung, die sich in solitdren oder
multiplen, 1-2 cm grofen Hautknotchen dufsert, die fisteln konnen. Es
handelt sich hierbei um noduldre Granulome, die Bakterien, insbeson-
dere Staphylokokken enthalten. Die Erreger dringen iiber perforierende
Traumen in die Haut ein und fithren dort zur Ausbildung von schlecht
heilenden Abszessen (Sloet und Knottenbelt, 2001)).

Myzetom

Bei dem Myzetom handelt es sich um lokale, meist solitére, selten auftre-
tende, pyogranulomatose Lasionen der Haut und des Unterhautgewebes,
die teilweise Tendenz zur Fistelbildung zeigen. Nach erfolgter Inokula-
tion iiber Hautverletzungen bilden die Erreger in Dermis und Subcu-
tis Kolonien aus, die selbst makroskopisch als Kornchen sichtbar sind.
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Als typische Erreger kommen mehrere Pilzarten in Betracht, die natiir-
licher Weise im Erdboden und auf Pflanzen vorkommen. Beim Pferd
wurden vor allem Schimmelpilze, (beispielsweise Pseudoallescheria boy-
dii), nachgewiesen. Im fortschreitenden Prozess kann es ausgehend von
den Pilzkolonien zur Zerstorung des umgebenden Gewebes, wie Musku-
latur und Knochen, kommen. Histopathologisch kann in den Knd&tchen
ein granulomatoses Erscheinungsbild nachgewiesen werden. Die Pilzspo-
ren und Pilzkolonien sind dicht von einer grofen Anzahl neutrophiler
Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen umgeben.
Bindegewebe befindet sich sowohl trabekeldhnlich durch den Knoten zie-
hend, als auch als dufsere Abgrenzung um die Knoten (McEntee, 1987).
Da auch bei Sarkoiden eine Infektion mit diesen saprophytéiren Erre-
gern auftreten kann, ist der histologische Nachweis der Pilzkulturen ein
zusitzliches Differenzierungspotential.

Alopezia areata

Die Alopezia areata ist eine idiopathische (ohne erkennbare Ursache),
nicht entziindliche Hautverinderung, die durch mehr oder weniger run-
de haarlose Regionen gekennzeichnet ist, wodurch es differentialdiagno-
stisch besonders zum okkulten Sarkoidtyp in Betracht kommt (Sloet und
Knottenbelt|, 2001)).

2.8 Prognose

Die Prognose von equinen Sarkoiden ist immer im Zusammenhang mit
dem Sarkoidtyp sowie der Groke und der Lokalisation der Tumore zu
stellen (Sloet und Knottenbelt|, 2001} Carstanjen und Lepage, (1998). Es
wurde zudem beschrieben, dass die Aggressivitat des Vorliegens equiner
Sarkoide haufig unterschétzt wird und eher eine vorsichtige Prognose ge-
stellt werden sollte (Carstanjen und Lepage, [1998). Weiterhin empfahlen
Carstanjen und Lepage inaktive, anatomisch und optisch wenig storende
Sarkoide nicht zu therapieren, da beispielsweise die Gefahr einer Hyper-
proliferation und Rezidivierung nach misslungener chirurgischer Thera-
pie gegeben ist (Carstanjen und Lepage, 1998)). Die Therapie solitéarer
Sarkoide wird im Allgemeinen giinstiger eingestuft als bei multiplem
Auftreten der Tumore (Lane, 1977). Die Prognosen der verschiedenen

Therapiemethoden, die von vielen Autoren unterschiedlich eingeschétzt
wurden, sind im folgenden Abschnitt 2.9 beschrieben.
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2.9 Therapie

Es existiert eine Vielzahl an Behandlungsmethoden. In Anlehnung an
Carstanjen und Kollegen (Carstanjen und Lepage, 1998) besteht eine
Abhéngigkeit der Auswahl der Therapie von folgenden Faktoren:

Zahl der Tumore,

Typ der Tumore,

Volumen und Oberflichengrofe der Tumore,

Anatomische Lokalisation der Tumore,

Aggressivitit der Tumore,

Erfahrung und technische Ausstattung des behandelnden Tierarztes.

Die publizierten Ergebnisse iiber die Therapie equiner Sarkoide
stammen meist aus Universitdten und spezialisierten Pferdekliniken.
Die Bedeutung fiir die Behandlung primérer, nicht vorbehandelter
Sarkoide ist in diesem Sinne fraglich (Marti et al., [1993). Im Folgenden
werden die wesentlichen, in der Literatur genannten Therapieverfahren
des equinen Sarkoids dargestellt (siche Abbildung [3.1]). Prinzipiell kann
zwischen invasiven und nicht-invasiven Verfahren unterschieden werden,
die allein oder in Kombination angewendet werden (Carstanjen und Le-
page, (1998). Die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehende Immuntherapie
wird gesondert im Abschnitt erlautert.

Therapie

/\

invasiv nicht-invasiv

Abbinden Exzision = Kryochirurgie Chemotherapie PDT Radiotherapie Immuntherapie

N

manuell Elektrotomie Laser

Abbildung 2.1: Uberblick iiber die hiiufig angewendeten Therapieformen zur Behandlung equiner
Sarkoide

2.9.1 Invasive Therapieformen

Abbinden

Das einfachste invasive Verfahren zur Therapie von Sarkoiden ist das
Abbinden. Diese Methode ist generell nur bei gestielten Sarkoiden an-
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wendbar und sollte auch dort nur in Kombination mit anderen Thera-
pieverfahren durchgefiihrt werden. Beim Abbinden mittels Faden oder
Gummis wird zunéchst die Durchblutung des Tumors unterbrochen.
In der Regel kommt es nachfolgend zur Nekrosebildung und letztlich
zur Abstofsung des Sarkoids. Zu beachtende Risiken sind die erhebliche
Blutungsneigung, eine relativ hohe Infektionsgefahr und der Verbleib
von Tumorrestgewebe an der Abrifsstelle, welches wiederum Ausgangs-
punkt fiir neues Tumorwachstum darstellen kann (Carstanjen und Le-
page, 1998)).

Kryochirurgie

In der Tumorchirurgie werden auch héufig kryochirurgische Verfahren
angewendet. Bei diesen kommt es - wie beim Abbinden - nicht zur so-
fortigen Entfernung des Tumorgewebes. Die Applikation extrem tiefer
Temperaturen fiihrt lediglich zur gezielten Zerstorung von Tumorzellen
(Seim), |1980; Robinson, [1997)). Dieser Vorgang ist abhéingig vom Wasser-
gehalt des behandelten Gewebes, der verwendeten kryogenen Substanz,
der erreichten Temperatur, der Auftaugeschwindigkeit und der Anzahl
der Einfrier- und Auftauzyklen (Diehl et al.| 1988)). Bei der Durchfiih-
rung ist es entscheidend, eine irreversible Zellschadigung durch die Bil-
dung intrazellularer Eiskristalle mittels schneller Abkiithlung um minde-
stens 100 K pro Minute und eine langsame Auftauphase zu erreichen
(Diehl et all, 1988)). Gleichzeitig kommt es dabei zur zellschddigenden
Denaturierung von Proteinen und Lipoproteinkomplexen der Zellmem-
bran. In den ersten Tagen nach der Kryochirurgie treten Schwellungen,
Hyperimien, Odeme und Nekrosen auf (Marti et al., [1993). Als Kiihl-
mittel wird vor allem fliissiger Stickstoff eingesetzt. Die dabei erreich-
te Minimaltemperatur der Tumorzellen liegt zwischen -20°C bis etwa
-30°C (Lane, |1977; Bertone und McClure, 1990). Eine Uberwachung der
Temperatur mittels in den Tumor implantierter Thermosonden ist mit-
unter sinnvoll (Joyce, 1976)). Bei falscher Temperatursteuerung kommt
es entweder zu einer unzureichenden Zellzerstérung oder zum Uber-
gang der zerstorenden Effekte auf das umliegende Gewebe. Daher soll-
te das umgebende Gewebe unbedingt, zum Beispiel mittels Auflegen
von Styropor, geschiitzt werden (Lane, 1977). Mindestens zwei bis drei
Gefrier-Auftau-Zyklen sind fiir ein zufriedenstellendes Ergebnis erfor-
derlich (Joyce, [1976). Da die kryologischen Effekte nur in unmittelbarer
Umgebung des Applikationsortes ausreichend sind, ist es ratsam, grofe
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Tumore vor der Therapie durch andere Vertahren chirurgisch zu verklei-
nern (Diehl et al., 1988)). Die maximal mogliche Eindringtiefe betréigt ca.
6 cm (Farris et al., 1975)), doch sollte bereits ab einer Tumorgrofe von
2 cm bis 3 em Durchmesser eine vorherige chirurgische Verkleinerung
erfolgen (Lane, 1977; [Krahwinkel et al., |1976). Denn verbleibt Sarko-
idgewebe, so kann anschliefsend ein verstirktes Tumorwachstum auftre-
ten (Knottenbelt, [2003). Vorteile der Kryochirurgie liegen im einfachen
Gebrauch, der relativ geringen Schmerzhaftigkeit und der geringen Blu-
tungsneigung. Nachteilig sind mangelhafte kosmetische Effekte und die
limitierte Grofe behandelbarer Tumore. Nach der sekundéren Wundhei-
lung kann durch die Zerstorung der Melanoblasten in der Behandlungs-
umgebung eine Leukotrichosis auftreten und aufgrund der Schadigung
der Haarfollikel kommt es mitunter zur Alopezie (Vrins et al., [1992; Mar-
t1 et al., [1993). Weitere mogliche Risiken sind neben dem Auftreten von
Hyperimien und Odemen, nervale Paralysen und Arthritiden. Eine An-
wendung in der Umgebung der Augen sollte nicht erfolgen (Lane, [1977)).
Die Erfolgsrate der Kryochirurgie liegt nach Angaben vieler Autoren bei
etwa 70% (Diehl et al., 1988; [Lane, 1977} Klein, [1987; Davidson, 2000)).
Die Rezidivrate wird in Abhéngigkeit von der Tumorlokalisation und der
Tumorgrofke beschrieben (Carstanjen und Lepage, [1998).

Exzision

Eine fiir nahezu alle Typen equiner Sarkoide grundsétzlich geeignete
Therapiemethode ist die manuelle chirurgische Entfernung. Auf-
grund der schlechten Abgrenzbarkeit des Tumors gegeniiber gesunden
Gewebes ist jedoch eine grofziigige Umschneidung erforderlich. Auf
diese Weise kann auch die Gefahr der Verschleppung von Sarkoidzel-
len verringert werden. Sie ist eine Ursache fiir die in der Literatur
angegebenen hohen Rezidivraten bei alleiniger manueller chirurgischer
Entfernung von Sarkoiden (Howarth| |1990). Eine weitere Ursache hoher
Rezidivraten stellt eine mogliche latente BPV-Infektion des umgeben-
den Gewebes dar. Denn sollten die Schnittrander BPV-positiv sein, so
ist eine lokale Rekurrenz wahrscheinlich (Martens et al., 2001)). Teilweise
entfernte Sarkoide kénnen sich zudem in aggressive, schnell wachsende
fibroblastische Tumoren umwandeln (Wyman et al., [1977). Auftretende
Nahtdehiszenzen sind eine weitere Ursache fiir Rezidive. Sie sind meist
Folge von zu hoher Spannung beim Wundverschlufs, postoperativen
Wundinfektionen und zu starker mechanischer Irritation und Motilitét
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der Wundnaht (Diehl et al., 1988). Mittels Hauttransplantation kénnen
Héaufigkeit und Ausmals von Nahtdehiszenzen reduziert werden. Dies
basiert auf einem verkiirzten Heilungsprozess und einer verringerten
Granulationsgewebebildung, wodurch auferdem bessere kosmetische
Effekten erzielt werden (Wilson et al., 1987; Carstanjen und Lepage,
1998). Die Rezidivrate bei der manuellen chirurgischen Entfernung
von equinen Sarkoiden wird in der Literatur mit durchschnittlich
50% angegeben (Ragland et all [1970). Es wurde jedoch auch iiber
Erfolgsraten von bis zu 64% berichtet (Diehl et al., |1988]). Ragland und
Kollegen beschrieben die haufigsten Rezidive innerhalb eines halben
Jahres nach chirurgischer Entfernung (Ragland et al., [1970). Der Erfolg
dieser Methode ist letztlich in Abhéangigkeit von der Tumorlokalisation
sowie der chirurgischen Technik zu sehen.

Bei der auch als Hochfrequenz-Chirurgie bezeichneten Elektrotomie
erfolgt das Schneiden des Gewebes mittels Wechselstrom. Dieser wird
dazu mit sehr hoher Frequenz (300 kHz bis 2 MHz) durch das Gewebe
geleitet. Ein wesentlicher Vorteil gegeniiber der manuellen chirurgischen
Entfernung mit einem Skalpell ist, dass gleichzeitig mit dem Schnitt des
Gewebes eine Blutungsstillung durch Koagulation (Verschluss) der be-
troffenen Gefifse erfolgen kann. Zudem ist die Gefahr der Verschleppung
von Tumorzellen gegeniiber der manuellen chirurgischen Entfernung ge-
ringer. In der Tumorchirurgie wird haufig die bipolare Elektrotomie an-
gewendet. Dabei wird eine moglichst grofse Flache mit dem Patienten
verbunden (Neutralelektrode). Am anderen Pol befindet sich das chir-
urgische Instrument (Aktivelektrode). Der Strom fliefst iiber den Weg
des geringsten Widerstandes zwischen der Aktivelektrode und der Neu-
tralelektrode. In Abhéngigkeit vom spezifischen Gewebewiderstand und
weiteren Faktoren wird das Gewebe dabei erwéarmt. Dieser thermische
Effekt wird in der Hochfrequenzchirurgie genutzt, um Gewebe gezielt zu
bearbeiten. Um eine Koagulation durchzufiihren, wird das Gewebe lang-
sam erhitzt, so dass intra- und extrazelluldre Fliissigkeiten verdampfen
und Zellproteine thermisch koagulieren. Im Gegensatz dazu wird ein
Schneiden durch sehr ziigiges Erhitzen des Gewebes erreicht. Das Ge-
webe zerreiftt aufgrund des dabei entstehenden Dampfdruckes erhitzter
intra- und extrazelluldrer Fliissigkeiten.
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Wihrend bei der Elektrotomie ein mechanischer Kontakt zwischen
dem chirurgischen Werkzeug und dem Gewebe zumindest zeitweise her-
gestellt werden muss, ist dies bei der Laserchirurgie nicht notwendig.
Daher ist die Verschleppung von Tumorzellen durch das chirurgische
Werkzeug bei dieser Methode noch weiter verringert. Der eigentliche
Mechanismus der Bearbeitung des Gewebes dhnelt aber dem der Elek-
trotomie. Denn auch bei der Bearbeitung mittels Laser kommt es zur Er-
warmung des Gewebes, welche aber nicht durch einen elektrischen Strom
sondern durch die Absorption elektromagnetischer Strahlung, der Laser-
strahlung, verursacht wird. Diese Absorption erfolgt je nach Wellenlénge
und Intensitdt der Laserstrahlung in bestimmten Gewebebestandteilen
und ermoglicht daher eine gewisse Anpassung an die jeweilige Arbeits-
aufgabe. Wird das Gewebe durch die Wechselwirkung mit der Laser-
strahlung auf etwa 60°C erwéirmt, so kommt es zur Eiweifidenaturie-
rung. Eine Erhitzung auf 100°C fiihrt zur Austrocknung und folglich zur
Schrumpfung des Gewebes. Bei einer schnellen Erhitzung auf iiber 350°C
verdampft das bestrahlte Gewebeareal sofort, wodurch ein dem klassi-
schen Schneiden recht &hnlicher Bearbeitungseffekt erzielt wird (Schna-
bel, [2000)). Fiir Anwendungen im Bereich der Dermatologie kommen héu-
fig COy-Laser zum Einsatz (Wellenldnge 10.600 nm). Strahlung dieser
Wellenlédnge wird durch Wasser an der Gewebeoberflache absorbiert und
dringt daher kaum in tiefer gelegene Bereiche des Gewebes ein. Kleine-
re bearbeitungsbedingte Blutungen werden durch sofortige Koagulation
gestoppt (Diehl et al., 1988; Palmer und McGill, 1992)). Nach erfolgter
Entfernung des Sarkoides mittels Laserchirurgie liegt meist eine reak-
tionslose, iiblicherweise trockene Wunde vor, die beim Vorhandensein
von geniigend Gewebe primér verschlossen werden kann oder sekun-
dér ohne Hypergranulation ausheilt (Diehl et al., [1988). Die erzielten
kosmetischen Ergebnisse sind tiberwiegend gut (Bertone und McClure,
1990), Narbenbildung oder eine Leukotrichosis sind selten (Carstanjen
et al., [1996; McCauley et al., |2002). Nachteile der Laserchirurgie sind
die vergleichsweise hohen Kosten und die Nicht-Anwendbarkeit in der
unmittelbaren Umgebung der Augen des Patienten. Auch erschwert der
notwendige Laserschutz mitunter die Arbeit des Operateurs. Die Er-
folgsraten der Studien zur Laserchirurgie equiner Sarkoide sind in der
Literatur mit 60-80% angegeben (Diehl et al., |1988; |Carstanjen et al.,
1996; McCauley et al., 2002).
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2.9.2 Nicht-invasive Therapieformen

Photodynamische Therapie

Bei der photodynamischen Therapie (PDT) handelt es sich um eine
Kombination der Anwendung eines Chemotherapeutikum (Photosensi-
tizer) und Lichtstrahlung, zum Beispiel Laserstrahlung. Hierbei kommt
es durch die applizierte Bestrahlung zur lokalen Aktivierung des im Be-
strahlungsgebiet vorhandenen Sensitizers, wodurch eine Apoptose der
Tumorzellen ausgelost wird. Es gibt systemisch angewendete Sensiti-
zer, die sich aufgrund biochemischer Prozesse insbesondere in einem Tu-
morgebiet anreichern, aber auch eine lokale intratumorale Applikation
ist moglich. So wird beispielsweise nach der intratumoralen Injektion
des Chemotherapeutikums der Tumor anschliefend mittels eines Argon-
[Ionen-Lasers bestrahlt (Ali und Olivo, 2002; |Ali et al., 2002). Bei einer
PDT-Studie mit dem Sensitizer Hypericin wurde eine bis zu 90%-ige Re-
duktion behandelter Sarkoide erzielt (Martens et al., 2000b)). Die PDT
ist eine verhéltnisméafkig aufwendige Therapieform, deren prinzipieller
Vorteil systemischer Anwendbarkeit sich beim Tier aus verschiedenen
Griinden nur bedingt nutzen ldsst. Beispielsweise sind damit verbunde-
ne Kosten sowie der oft notwendige langer andauernde Lichtschutz beim
Tier kaum vertretbar.

Chemotherapie

Es existieren zahlreiche Substanzen, die zur chemotherapeutischen
Behandlung equiner Sarkoide genutzt werden. Sie werden entweder
lokal aufgetragen oder injiziert bzw. implantiert. Die Anwendung
der am haufigsten eingesetzten Chemotherapeutika wird nachfolgend
beschrieben.

Die lokale Applikation von Chemotherapeutika wird téglich
iiber einen ldngeren Zeitraum angewendet. Der Vorteil liegt darin,
dass diese Behandlung leicht durchgefiihrt werden kann. Entscheidende
Nachteile bestehen in der langen Therapiedauer und der limitierten
Eindringtiefe der Substanzen. Daher kénnen nur kleine, oberflichlich
liegende Tumoren behandelt werden. Tumore mit einem grofsen Durch-
messer miissen vor Beginn der lokalen Therapie chirurgisch abgetragen
werden (Bertone und McClure, 1990)). In der Literatur beschriebene lo-
kal applizierbare Chemotherapeutika sind 5-Fluorouracil und Tazaroten.
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5-Fluorouracil wirkt antimetabolisch, indem es die Zellen wihrend
der Mitosephase schédigt (McConghy et al., [1994). Es handelt sich
um ein fluoriertes Pyrimidin-Derivat, das zytostatische Wirkungen
besitzt, da eine Beeintriachtigung der Synthese von Nukleinsduren
stattfindet. Dies wird vor allem in Zellen deutlich, die sich schnell
teilen und in groferem Umfang Fluorouracil aufnehmen (Kufe
et al., [2003). Nach einer chirurgischen Abtragung des Tumors wird
eine bis zu drei Monaten andauernde lokale Auftragung empfohlen
(Bertone und McClure, (1990; [Knottenbelt und Walker, 1995)).
In den ersten Tagen nach der Applikation treten Schwellungen,
Rotungen und Ulzerationen auf. Eine Schmerzhaftigkeit konnte
zudem beobachtet werden (Bertone und McClure, [1990; Knotten-
belt und Walker|, 1995).

Tazaroten gehort zur Substanzklasse der Retinoide mit Ethinstruktur.
Es liegt als inaktive Vorstufe vor und wird im Bereich der Haut
durch Esterspaltung in die aktive freie Form, Tazarotensiure,
umgewandelt. Seine aktive Stufe reguliert spezifisch die Genexpres-
sion und moduliert damit die Zellproliferation, Zellhyperplasie und
~differenzierung (Kufe et al., 2003). Tazaroten findet bei der Thera-
pie okkulter Sarkoide Anwendung. Okkulte Sarkoide, die aufgrund
ihrer Lokalisation oder Ausbreitung zunichst nicht chirurgisch
entfernt werden konnen, sind nach lokaler Anwendung von Tazaro-
ten chirurgisch oft entfernbar. Innerhalb einer von Knottenbelt
empfohlenen Behandlung, kénnen folgende verschiedene Phasen
der Gewebereaktion beobachtet werden (Knottenbelt, 2005): In
der ersten Woche wird die lokale Applikation dreimal téglich
durchgefiihrt. Bereits nach einigen Tagen treten Schwellungen und
Rotungen auf. Etwa ab Ende der zweiten Woche, in der die Ap-
plikation zweimal téglich erfolgt, erscheint die behandelte Region
schmerzhaft. Am Ende der dritten Woche, in der die Substanz nur
noch einmal téglich aufgetragen wird, konnen das Zusammenziehen
des Tumors und der Verlust seiner flachen Auspriagung zu Gunsten
eines erhabenen, kompakten Gebildes beobachtet werden. Nach
Ende dieser durchgefiihrten Therapie kann das Sarkoid nun oft
leichter chirurgisch entfernt werden (Knottenbelt] 2005)).
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Die Injektion und Implantation von Chemotherapeutika
stellt eine weitere Moglichkeit der Chemotherapie dar. Substanzen
konnen direkt injiziert werden oder Implantat-gebunden appliziert
werden. Bei der intraldsionalen Injektion von Substanzen besteht die
Moglichkeit Substanzen zu verwenden, die bei systemischer Wirkung
toxisch sein kénnen (Theon et al., 1993)). Als Nachteil ist die mogliche
Keimverschleppung von der Oberfliche des Tumors in die Tiefe mit
folgender Infektion zu nennen (Theon et al. |1993). Neben dem Wirk-
stoff konnen Implantate zusdtzlich Epinephrin enthalten, wodurch der
schnellen Resorption des Wirkstoffs entgegengewirkt wird. Ein weiterer
Nachteil einer Implantation ist der notwendige Implantatwechsel um
erforderliche Wirkspiegel aufrechtzuerhalten (Turrel et all [1985)). In
der Literatur beschriebene Chemotherapeutika zur Injektion bzw.
Implantation sind Cisplatin und Xanthat.

Cisplatin gehort zur Gruppe der anorganischen Schwermetallkomplexe
und vertiigt iiber eine zytostatische Wirkung. Diese beruht auf der
Bindung an Nukleinsduren und der Ausbildung von Quervernetzun-
gen (“cross links®) (Kufe et al., [2003), wodurch die DNA-Synthese
inhibiert wird (Raymond et al., 1998)). Bei systemischer Anwen-
dung ist Cisplatin jedoch nephrotoxisch, neurotoxisch und kann zu
gastrointestinalen Storungen fiihren.

Das Vorliegen als eine sehr stabile Wasser-in-Ol-Emulsion verhin-
dert eine Resorption und somit eine systemische Wirkung. The-
on und Kollegen nannten eine Konzentration 3,3 mg Cisplatin/ml
Emulsion, bestehend aus Wasser und Sesamol, als zufriedenstellen-
de Formulierung. Die Dosis fiir kleinere Tumoren ist etwas hoher
und fiir grofere Tumoren etwas geringer zu wahlen. Die Autoren be-
schrieben folgendes Therapieschema: Es erfolgen in Abstédnden von
jeweils zwei Wochen vier intratumorale Injektionen von etwa 0,97
mg/cm? Tumor. Lokale Reaktionen im Rahmen der Therapie sind
als Schwellung, Rétung und Odem in verschiedenen Ausprigungen
sichtbar (Theon et al. [1993)). Knottenbelt beschrieb teilweise gu-
te Erfolge in der Therapie kleiner, noduldrer und fibroblastischer
Sarkoide (Knottenbelt, 2003). Cisplatin kann allein oder in Kom-
bination mit anderen zytotoxischen Substanzen, wie 5-Fluorouracil
verwendet werden (Bertone und McClure, [1990). In einer Studie
konnte unter Verwendung von Implantaten, die Cisplatin und 5-
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Fluorouracil kontinuierlich abgeben, in 80% eine Regression der
behandelten Sarkoide um die Hélfte festgestellt werden (Bertone
und McClure, 1990).

Eine Kombination mit Interleukin 2 (IL-2) kann nach Spoorma-
kers et al. in der Therapie von equinen Sarkoiden gute Erfolge
bringen. In ihrer Studie mit 35 Pferden wurden den Tieren téglich
intratumoral 200.000 IE IL-2 an 5 Tagen (Gruppe 1) oder 10
Tagen (Gruppe 2) injiziert. Einer dritten Gruppe wurden initial
1,0 mg/cm? Cisplatin und am 10. Tag 9 Millionen IE IL-2 intratu-
moral injiziert. Nach 12 Monaten konnte bei 18% der Pferde der
ersten Gruppe und bei 10% der Tiere der zweiten Gruppe eine
komplette Regression diagnostiziert werden. Dagegen zeigten 53%
der Patienten der dritten Gruppe eine komplette Riickbildung der
Sarkoide (Spoormakers et al., 2003)).

Xanthat verfiigt iiber antivirale und antitumorale Eigenschaften (Amt-

mann und Sauer, 1987). So wurde eine Hemmung der Replikation
und Transkription von RNA- und DNA-Viren beschrieben (Amt-
mann et al| [1985). Carstanjen und Lepage nannten zudem eine
Aktivierung der T-Lymphozyten und der Makrophagen als immu-
nologische Wirkung (Carstanjen und Lepage, 1998)). In einer expe-
rimentellen Studie tiber die Therapie von equinen Sarkoiden mittels
Xanthatderivaten konnte eine komplette Tumorregression bei fiinf
von sechs Sarkoiden erreicht werden. (Otten et al. [1994). Bei wie-
derholter Anwendung koénnen allerdings ernste Nebenwirkungen,
wie Fieber, Lahmheiten und Odeme auftreten (Otten et al., [1994).

Radiotherapie

Unter Radiotherapie ist die Nutzung radioaktiver Strahlen zu verstehen.
Die radioaktiven Substanzen werden in Form von Kugeln, Nadeln oder
Dréahten in Tumore implantiert und nach Freisetzung einer bestimm-
ten Strahlungsdosis wieder entfernt (Turrel et al., [1985)). Verwendete
Radioisotope sind vor allem Iridium (I7'%?), Radium (Ra?**%), Gold
(Aul?®), Radon (Rn?*), Tod (I'*) und Cobalt (C0%) (Houlton, [1983;
Turrel et al., 1985). Indikationsgebiete der Radiotherapie sind insbeson-
dere schwer zugangliche Regionen- zum Beispiel die Augen und deren
unmittelbare Umgebung (Turrel et al.; [1985)).
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Als Nachteil der Methode ist primér die hohe Strahlenbelastung und
die daraus resultierende Gefahrdung des Chirurgen zu nennen. Diese
kann durch die “after loading technique reduziert werden (Turrel und
Koblik, (1983)). Hierfiir werden leere Applikatoren implantiert und erst
nach einer Lagekontrolle mit radioaktiven Strahlenquellen versehen. Ne-
ben der Erfordernis, das medizinische Personal fiir den Umgang mit ra-
dioaktivem Material zu qualifizieren, sind spezielle Anforderungen an die
Strahlenschutzbestimmungen beziiglich der Haltung der Patienten erfor-
derlich (Carstanjen und Lepage, 1998). Theon und Kollegen empfahlen
fiir Tumoren mit einem Durchmesser ab 5 cm eine vorherige chirurgische
Entfernung, da die Strahlendosis sonst nicht ausreichen wiirde (Theon
und Pascoe, 1994). Nicht zuletzt sind als Gegenargumente der lange
Behandlungszeitraum iiber durchschnittlich 3 Tage und die langwierige
Tumorregression, in einem Zeitraum von bis zu einem Jahr, zu nennen
(Carstanjen und Lepagel [1998)). Lokale Nebenwirkungen wie Schwellun-
gen, Erytheme, Infektionen und Fibrosen wurden beobachtet (Theon
und Pascoe| [1994)). Als weitere unerwiinschte Effekte sind Leukotrichose
und Alopezie zu erwéhnen (Walker et al.; [1991; Vrins et al., [1992; |The-
on und Pascoe, [1994)). Aufgrund der synergistischen Wirkungen wird ei-
ne Kombinationstherapie mit der Elektrotherapie empfohlen, die durch
Zellzerstorung die Wirkung der Strahlentherapie fordert (Turrel et al.|
1985; Brewer und Turrel, [1982)). Die Erfolgsraten der Strahlentherapie
sind durch verschiedene Autoren mit 50%-100% angegeben. Es wurde
vermutet, dass diese variierenden Angaben auf verschiedene Parameter,
wie Tumorgrofe, verwendetes Radioisotop und Strahlungsdosis zuriick
zu fithren sind (Carstanjen und Lepage, 1998). Knottenbelt beschrieb
die Radiotherapie als die erfolgreichste Methode zur Behandlung equiner
Sarkoide. Er betonte jedoch, dass sie aufgrund der damit verbundenen
Gefahren ein Mittel letzter Wahl darstellt (Knottenbelt, 2003).

2.10 Immuntherapie

Ziel der Immuntherapie ist es, die korpereigene Immunabwehr zu akti-
vieren. Dies kann unspezifisch erreicht werden, beispielsweise iiber die
Verabreichung von Immunmodulatoren. Im Gegensatz dazu wird unter
der spezifischen Immuntherapie die Abwehr, die gegen ein bestimmtes
Antigen gerichtet ist, verstanden.



30 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

Im Folgenden werden die in der Literatur hédufig erwdhnten immu-
nologischen Therapieformen beschrieben. Die Methode der in dieser Ar-
beit angewendeten zellbasierten Therapie mittels dendritischer Zellen
wird gesondert am Ende dieses Kapitels beschrieben (siehe Abschnitt
2.10.3)).

2.10.1 Immunmodulatoren

In der Tumortherapie werden die nachfolgend beschriebenen Methoden
zur Aktivierung des Immunsystems héufig verwendet. Diese basieren
auf der Anwendung von

e BCG-Vakzinen,
e Interleukin-2,
e BPV-Proteinen.

BCG-Vakzine

Die BCG-Vakzine (Bacillus-Calmette-Guérin) enthélt einen atte-
nuierten Stamm von Mycobacterium bovis (Murphy et all [1979),
dessen lokale Anwendung eine unspezifische zellulire Immunitéit in-
duziert (Murphy et al. 1979; Vanselow et al.) 1988 Lavach et al.|
1985)). Es kann zwischen der Verwendung von 3 Varianten unterschieden
werden (Wyman et al., [1977; Bast et al., [1974a,b; Vanselow et al., [1988)):

e lebende BCG-Organismen,
e inaktivierte BCG-Organismen,
e BCG-Zellwand-Fraktionen.

Zur Verlangsamung der Freisetzung und zur Verstdrkung der Wir-
kung werden Emulsionen mit verschiedenen Adjuvantien, zum Beispiel
Olen, hergestellt (Bast et al., 1974aj; Lavach et al., 1985). Die Wirksam-
keit der Vakzine ist nach Murphy und Kollegen von der Aufbereitung
und Konzentration der BCG-Vakzine, der Applikationsart, dem Tumor-
typ und dessen Lokalisation abhéngig (Murphy et al., [1979). Dariiber
hinaus beschrieben Marti und Kollegen eine Abhéngigkeit von der Grofe
des Tumors und der Anzahl der Tumoren (Marti et al., [1993)). Vorteile
der ausschliefslichen Verwendung von Bestandteilen der Zellwand liegen
in der reduzierten Gefahr anaphylaktischer Reaktionen (Owen und
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Jagger, [1987) und bringen nach Untersuchungen von Bertone und
McClure bessere Heilungserfolge (Bertone und McClure, (1990). Die
Verwendung lebender BCG-Organismen kann zur Ausbildung lokaler
Nebenwirkungen, wie Schwellungen, Entziindungen und Ulzerationen
fihren (Murphy et al) [1979). Zudem besteht besonders bei einer
wiederholten Applikation die Gefahr des Auftretens schwerwiegender
systemischer Reaktionen. Hierbei konnen erhohte Korpertemperatur,
Anorexie, gestortes Allgemeinbefinden, anaphylaktische Reaktionen und
ein anaphylaktischer Schock auftreten (Lavach et al. [1985; Vanselow
et al., |1988)). Vanselow und Kollegen empfahlen im Falle einer wieder-
holten BCG-Vakzinierung eine Pramedikation mit Flunixin-Meglumin
(1,0 mg/kg, intravends) und Prednisolon (2,0 mg/kg, intramuskulér),
die 30 Minuten vor der BCG-Applikation erfolgen sollte, um gefihrliche
anaphylaktische Reaktionen zu verhindern (Vanselow et al., 1988).
Knottenbelt beschrieb mogliche Verschlechterungen des Zustandes bei
der Behandlung fibroblastischer Sarkoide (Knottenbelt] 2003)).

Die Anzahl der durchzufithrenden BCG-Injektionen variiert bei den
verschiedenen Autoren. Brandt und Kollegen empfahlen eine zweimalige
Injektion im Abstand von zwei Wochen mit anschliefender chirurgischer
Entfernung (Brandt et al., |1996). Andere Autoren fiihrten drei bis fiinf
Injektionen im Abstand von zwei bis vier Wochen durch (Murphy et al.|
1979; Lavach et al., [1985; [Vanselow et al.; [1988)). Da Tumore mit grofer
Oberflache nicht oder nur bedingt auf die BCG-Vakzinierung reagieren,
wird in vielen Studien eine chirurgische Verkleinerung der Tumoren emp-
fohlen (Owen und Jagger, [1987; Vanselow et al., [1988). Klein beschrieb
ein gutes Ansprechen von Tumoren mit einem maximalen Volumen von
10 em?. Bei Tumoren mit einer Oberfliche von mehr als 50 ¢m? reagie-
ren hingegen nur noch die Hélfte der Tumore auf die BCG-Vakzinierung
(Klein, 1987). Die in der Literatur angegebenen Erfolgsraten variieren
zwischen 48% und 59%. Wobei von einigen Autoren hohere Heilungsra-
ten am Auge betont wurden (Bertone und McClure, 1990; Marti et al.,
1993; Brandt et al., [1996; Martens et al., 2000a)).

Interleukin-2

Die Anwendung von Interleukin-2 fiihrt zum Wachstum aktivierter T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten und stimuliert natiirliche Killerzellen
(Roitt|, [1993). In der Human- und Veterindrmedizin hat sich die lokale
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Anwendung von IL-2 in der Tumortherapie in einigen Fallen als effektiv
und ohne Ausbildung schwerer Nebenwirkungen erwiesen (Spoormakers
et al., 2003). Bei systemischen Verabreichungen von Interleukin-2 kénnen
schwerwiegende Nebenwirkungen, wie Aszites und Dyspnoe auftreten
(Peace und Cheever, [1989).

Spoormakers und Kollegen behandelten Sarkoide von 21 Pferden aus-
schlieklich mit intratumoralen Injektionen von Interleukin-2 (IL-2) tiber
einen Zeitraum von 5 oder 10 Tagen. Es konnten nur bei 18% bzw 10%
der behandelten Pferde eine totale Tumorregression beobachtet werden.
Weitere 14 betroffene Pferde und ein Esel erhielten am Tag 0 intra-
tumorale Injektionen von Cisplatin und am Tag 10 intratumorale In-
jektionen von IL-2. 53% der behandelten Tiere zeigten eine komplet-
te Regression der behandelten Tumore. Bei der alleinigen Therapie mit
Interleukin-2 wurden minimale Nebenwirkungen, wie leichte R6tung und
geringgradige Odembildung beobachtet. Die Patienten, die mit IL-2 und
Cisplatin behandelt wurden, zeigten lokale Rétungen und Odeme mit
Krustenbildung, die linger anhielten (Spoormakers et al., [2003)).

BPV-Proteine

BPV-Proteine stiitzen sich hingegen nach Johne und Kollegen im Rah-
men der Immunisierung auf das Vorhandensein von BPV 1 in equinen
Sarkoiden (Johne et al., 2004). Sie beschrieben in ihrer Studie mit 12
Pferden den Einsatz der BPV-Proteine L1 und E7 in Form von so
genannten “chiméren virusdhnlichen Partikeln (CVLP), die eine starke
immunogene Wirkung aufweisen, jedoch kein infektioses Virusmaterial
enthalten. Es wurden zwei tiefe intramuskulare Injektionen in die Brust-
muskulatur im Abstand von zwei Wochen durchgefiihrt, die zum Teil
durch eine Wiederholungsimptung nach vier Monaten erginzt wurden.
Einige Pferde zeigten eine Tumorregression, wobei bei einigen Tieren,
wiahrend des Beobachtungszeitraumes, gleichzeitig das Wachstum neuer
Tumore beobachtet werden konnte. Die Autoren gaben an, dass eine
Korrelation zwischen den Ergebnissen und der Antikérperbildung sowie
der Ausbildung einer zelluldren Immunitét vorlag (Johne et al., 2004).
Die Studie wurde jedoch nicht weitergehend publiziert und scheint auch
kommerziell nicht weiter verfolgt zu werden.
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2.10.2 Autologe Vakzine

Autologe Vakzine dienen zur Aktivierung des Immunsystems gegen ein
bestimmtes Antigen, werden aus dem korpereigenen Material gewonnen
und dem Patienten anschlieffend injiziert. Ziel ist es, mittels Tumoran-
tigenen eine zellinduzierte Immunitit gegen Sarkoide zu erreichen (Car-
stanjen und Lepage, [1998)).

Bereits 1970 berichtete Roberts iiber seine Ergebnisse der Verwen-
dung tiefgefrorenen, sterilisierten autologen Tumormaterials bei der Be-
handlung equiner Sarkoide. Neben einer kompletten Remission aller Tu-
more bei vereinzelten Patienten, zeigten einige Pferde mit verstirkter
Sensitivitit gegeniiber der Vakzine, eine Verschlimmerung der Sympto-
me (Roberts, [1970). Diese moglichen Reaktionen erwihnten auch andere
Autoren (Knottenbelt und Walker| 1995)).

Es wurden mehrere Studien publiziert, welche gute Erfolge in der Be-
handlung equiner Sarkoide durch Verwendung autologer Vakzine nen-
nen. Das Tumormaterial wurde zum Teil tiefgefroren (Vanselow et al.,
1988) oder speziell homogenisiert und gefiltert (Tallberg et al., [1994).
Aichinger berichtete in ihrer Studie iiber die spezielle Aufbereitung der
Tumorzellmembranen und dem Zusatz von Adjuvantien, wie Tuberkulin
oder Utilin S als Indikatoren fiir die Dauer der Wirkung der Vakzine.
Zusatzlich wurden den Patienten oral Folsdure und Zink-Tetrachlorid
verabreicht. In dieser Studie mit 9 Pferden wurde eine Remissionsrate
von 100% festgestellt (Aichinger] 1998]). Allen publizierten Studien feh-
len aber weitergehende Studien, die die Wirkung naher untersuchen und
einzelne Sarkoidtypen vergleichen.

2.10.3 Zellbasierte Immuntherapie von Tumoren

In diesem Abschnitt wird die Form der Immuntherapie beschrieben, die
im Rahmen dieser Arbeit Anwendung fand. Diese zellbasierte Immun-
therapie beruht auf der Verwendung autologer dendritischer Zellen und
ist als spezifische Immuntherapie zu sehen, die gegen bestimmte Tumo-
ren gerichtet ist. Zunéachst wird im Folgenden auf die Eigenschaften der
dendritischen Zellen (DC) und ihre Aufgaben im Immunsystem einge-
gangen. AnschlieRend wird eine Ubersicht iiber die Verwendung den-
dritischer Zellen in der Therapie gegeben. Dazu werden die Ergebnisse
human- sowie veterindrmedizinischer Studien zum therapeutischen Ein-
satz der DC zusammengefasst.
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Eigenschaften dendritischer Zellen

Dendritische Zellen gehoren zu den so genannten professionellen antigen-
prisentierenden Zellen, die eine zentrale Bedeutung bei der Initiierung
von Immunantworten haben (Peters et al., |1996). Steinman und Cohn
beschrieben dendritische Zellen erstmals 1973 in murinen Lymphknoten
und der Milz als langgestreckte Zellen mit Ausldufern (Steinman und
Cohn|, |1973). Sie benannten die Zellen nach dem griechischen Wort den-
dron (Baum). DC sind vor allem in Lymphgeweben (Milz, Lymphknoten,
Thymus und afferente Lymphbahnen) und peripheren Geweben présent,
in denen sie in engem Kontakt mit der duferen Umgebung stehen (Haut,
Verdauungs- und Respirationstrakt) (Banchereau und Steinman)|, [1998;
Flores-Langarica et al.| 2005). Sie werden zum angeborenen Immunsy-
stem gezihlt (Lipscomb und Masten, [2002).

Herkunft und Entwicklung dendritischer Zellen

Die Abstammung der DC aus dem Knochenmark ist seit langerer Zeit
bekannt (Steinman, [1991)). Thre Eingliederung in die h&matopoetische
Reihe (Abstammung der Zellen des blutbildenden Systems) war lange
umstritten. Die gemeinsame Vorlauferzelle aller Blutzellen sind die im
Knochenmark vorkommenden pluripotenten Stammezellen, die bereits
CD34 tragen. Aus ihnen entwickeln sich myeloische und lymphati-
sche Vorlduferzellreihen (Peters et al) [1996). Zu geringen Anteilen
konnen DC auch von lymphoiden Stammzellen abstammen (Manz
et al) 2001). DC aus lymphoiden Vorstufen konnen im Vergleich zu
DC aus myeloiden Vorstufen die gleiche Potenz der T-Zellstimulation
durch Antigenprésentation aufweisen (Manz et al., [2001). Inwieweit es
sich hier um eine reverse Differenzierung handelt, ist derzeit unklar.
Lymphoide DC sollen an dieser Stelle auch nicht weiter thematisiert
werden. Um die Spezifitdt der Immunantwort zu gewahrleisten, besitzt
das Immunsystem ruhende unreife, sternformige DC (immature DC,
zum Beispiel Langerhans Zellen) und aktivierte reife DC (mature DC,

mDC) (siehe Tabelle [2.1).

Der Status der Reifung (Maturation) der dendritischen Zellen
zeichnet sich durch eine variable Morphologie dieser Zellen aus (siehe
Tabelle 2.1). Die Aktivierung der dendritischen Zellen erfolgt durch
Gefahrensignale, welche unter anderem von Zellen freigesetzt werden,
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die durch Nekrose oder Infektion, nicht aber im Rahmen des physiologi-
schen Zellunterganges zerstort wurden (Matzinger, [1994; [Lipscomb und
Masten, 2002)). Gefahrensignale kénnen zum Beispiel Bakterien bzw.
Komponenten der bakteriellen Zellwand (z.B. Lipopolysaccharide und
Peptidoglykane) darstellen (Jungi, [1996; Banchereau und Steinman),
1998; (Wallet et al.| 2005). Weiterhin existieren maturations-hemmende
Faktoren, wie Interleukin-10 und TNF (3, welche vermutlich von einigen
Tumorzellen exprimiert werden (Banchereau und Steinman, [1998;
Crittenden et al., 2005; Wallet et al., [2005)).

’ Lokalisation \ Morphologie \ Aufgabe \ Status

|

und Prozessierung

Peripheres Gewebe sternformig Antigenaufnahme | unreif / immatur

Afferente Lymphbahnen | Schleierzellen / |  Antigentransport reifend
veiled cells

Milz / Lymphknoten | interdigitierend | Antigenpréisentation reif / matur

Tabelle 2.1: Nomenklatur und Aufgaben dendritischer Zellen. (nach Steinbach und Kollegen 1998)

DC nehmen als noch unreife (immature) dendritische Zellen (iDC)
Antigene durch Pinozytose, Phagozytose oder Makropinozytose in ihre
Endosomen auf und prozessieren sie dort (Reis e Sousa et al., 1993;
Filgueira et al.,|1996; Banchereau und Steinman, 1998; Steinman) 2001)).
Aufgenommene Antigene konnen Immunkomplexe, Bakterien, Viren,
Parasiten sowie Zellen nach ihrem apoptotischen Untergang infolge
einer Infektion sein (Steinman et al., 2000; Lipscomb und Masten, 2002}
Flores-Langarica et al) [2005). Immature dendritische Zellen haben
lange, diinne Zellausldufer, die fiir die grofse Oberfliche verantwortlich
sind und {iber eine grofe Rezeptordichte zur Antigenaufnahme ver-
figen (Bell et al) [1999). Zu den Antigen-Erkennungsrezeptoren der
iDC gehoren zum Beispiel der Mannose-Rezeptor und die Fe-Rezeptoren.

Intrazellular werden die Antigene durch enthaltene proteolytische En-
zyme in Peptide gespalten und nachfolgend in das endoplasmatische Re-
tikulum (ER) transportiert. Dieser Transport wird durch das TAP-Gen
(Transporter associated with Antigen Processing) ermdglicht. Das TAP-
Gen kodiert ein Protein, das den ATP-abhéangigen Transport der Peptide
in das ER gestattet (Jungi, 2000). Die invariante Kette des im endoplas-
matischen Retikulum synthetisierten MHC-II Molekiils wird durch die
endosomalen Proteasen abgespalten, wodurch das antigene Peptid an-
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binden kann. Der entstandene Peptid-MHC-II-Komplex wird nach Fu-
sion mit der Plasmamembran auf der Zelloberfliche prisentiert (siehe
Abbildung [2.10.3), (Babbitt et all, [1985; Lipscomb und Masten, [2002)).
Gelangen Proteine in das Zytosol, werden sie durch Proteasomen proteo-
lytisch in Peptide gespalten und nachfolgend in das ER geschleust. Die
Peptide werden mit den dort synthetisierten MHC-I Molekiilen zu ei-
nem Peptid-MHC-Komplex-Klasse I assoziiert (sieche Abbildung .
Der so gebildete Komplex wird durch das, ebenfalls aus dem ER stam-
mende, Beta-2-Mikroglobulin (52M) stabilisiert. In Vesikeln des Golgi-
Apparates werden die Peptid-MHC-II-Komplexe an die Zelloberfliche
transportiert und von den cytotoxischen T-Zellen als Antigen erkannt
(Yewdell und Bennink|, [1992; Jungi, 2000; Lipscomb und Masten, [2002)).
Im Vergleich zu anderen antigenprasentierenden Zellen, wie zum Beispiel
den Monozyten oder den B-Zellen, sind DC in der Lage mit hoherer Ge-
schwindigkeit eine grofere Anzahl an MHC-Peptid-Komplexen an ihre
Oberfldche zu transportieren (Banchereau und Steinman|, 1998)), (Ham-
mond et al., [1999).

Nach erfolgter Antigenaufnahme und Aktivierung unterliegen DC
Veranderungen, der so genannten Maturation, die sich auf die Morpholo-
gie, den Phanotyp und die Funktion der Zellen auswirkt. Dieser Vorgang
geht mit der Hochregulation der Oberflachenmolekiile MHC-II, CD40,
CD54, CD80, CD86 auf ihrer Zelloberfliche und der Sekretion der pro-
inflammatorischen Enzyme wie IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 und IL-23 einher
(Sallusto und Lanzavecchia, [1994)). Reife DC verlieren die Féhigkeit An-
tigene aufzunehmen und reifen zu immunstimulatorischen Zellen (Lips-
comb und Masten, 2002). Beim Eintritt in die afferenten Lymphgeféfie
verdndern sie ihre Form und werden als “wveiled cells oder Schleierzellen
bezeichnet. “Veiled cells” sind durch verlangerte Zellauslaufer gekenn-
zeichnet, die eine besondere Motilitat der Zellen unterstiitzen, wodurch
sie in der Lage sind, iiber afferente Lymphbahnen und Blutgetéife zu
den lymphatischen Organen, wie den regionalen Lymphknoten und der
Milz, zu wandern (siehe Tabelle (Spry et al., [1980; Kimber und
Cumberbatch|, [1992; Steinman et al., [2000; Peebles Jr. und Graham),
2001; [Lipscomb und Masten, 2002; Wallet et al., [2005). In dem lympha-
tischen Gewebe angelangt, werden die Antigene den B- und T-Zellen
prasentiert. In diesem Stadium kénnen die - nun interdigitierende DC
genannte Zellen - keine Antigene mehr aufnehmen (siche Tabelle
(Roitt|, [1993; Banchereau und Steinman| 1998; [Hammond et al., [1999;
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Abbildung 2.2:

Antigenaufnahme in iDC. Links ist der MHC-I-Weg beschrieben. Die Antigen-
aufnahme geschieht durch Phagozytose und rezeptor-vermittelte Endozytose. Es
erfolgen eine Proteolyse durch Proteasomen, sowie der aktive Transport, gestat-
tet durch das TAP-Gen in das ER (endoplasmatisches Retikulum) und nachfol-
gende Bindung an MHC-I-Molekiile zu Peptid-MHC-Komplex-Klasse I, welche
dann vesikuldr an die Zelloberfliche transportiert werden. Endogene Proteine
werden ebenso proteosomal gespalten und nehmen folgend den gleichen Weg
wie aufgenommene Antigene. Rechts ist der MHC-II-Weg beschrieben. Antigene
werden durch Phagozytose, rezeptor-vermittelte Endozytose und Pinozytose auf-
genommen und proteosomal in Peptide gespalten, welche an MHC-II-Molekiile
zu Peptid-MHC-Komplex-Klasse II gebunden und an die Zelloberfliche trans-
portiert werden. MHC-II Molekiile werden im ER synthetisiert, wo zudem die
invariante Kette des Molekiils abgespalten wird (nach Lipscomb 2002).
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Lipscomb und Masten, 2002). Die Auslésung der Immunantwort durch
die Antigenprasentation fithrt zu einer intensiven T-Zell-Proliferation
(Young et al., 1992 Peebles Jr. und Graham)|, 2001)).

Im Rahmen einer primdren Immunreaktion sind nur immature DC
in der Lage naive T-Zellen, welche noch keinen Antigenkontakt hatten,
ausreichend zu aktivieren, da sie iiber alle notwendigen Rezeptoren in
der ausreichenden Dichte verfiigen (Banchereau und Steinman|, 1998).
DC konnen auch eine Toleranz gegen bestimmte Antigene induzieren.
Dies tritt ein, wenn kostimulatorische Molekiile oder Gefahrensignale in
nicht ausreichender Menge vorhanden sind, zum Beispiel im Rahmen des
physiologischen Zellunterganges ohne gleichzeitiges Bestehen einer Ent-
ziindung. Die DC transportieren dann die gebundenen Peptide zu den
Lymphknoten und présentieren sie dort den T-Zellen ohne jedoch eine
Proliferation der T-Zellen auszulésen (Steinman et al., 2000; Lipscomb
und Masten|, 2002; Steinman und Nussenzweig), 2002)).

DC konnen phénotypisch anhand charakteristischer Oberflichenmar-
ker von Monozyten und Makrophagen unterschieden werden. CD14 gilt
als Differenzierungsmarker der myeloischen Reihe und wird von Monob-
lasten, Monozyten und den meisten Makrophagen exprimiert (Schuett
und Schumann|, |1993). Die monozytéren DC besitzen als Oberflichen-
marker CD1, CD86, CD40 und MHC-II. Diese Oberflichenmolekiile
kommen bei Monozyten und Makrophagen nicht (CD1) oder nur in ge-
ringem Mafe (CD86, CD40, MHC-II) vor (Peters et al., [1996).

Gewinnung dendritischer Zellen

Seit 1987 wurden bereits mehrere Verfahren zur Herstellung von DC in
vitro aus Monozyten beschrieben. Bei ersten Untersuchungen zur Kul-
tivierung peripherer Blutmonozyten ohne Zugabe von Zytokinen (16sli-
che Mediatoren) oder Serum wurden akzessorische Zellen beschrieben,
die eine erhohte Stimulationskapazitit fiir T-Zellen aufwiesen (Peters
et al., 1987). Einzelne Zytokine stellen, aufgrund ihrer Fahigkeit den
Phénotyp und die Funktion monozytérer Zellen zu modulieren, geeigne-
te Stimuli fiir die Differenzierung monozytérer Zellen zu dendritischen
Zellen dar (Lauener et al,[1990). Da die Entnahme von Stammzellen aus
dem Knochenmark ein sehr invasives Vertahren darstellt, wurde versucht
dendritische Zellen aus dem peripheren Blut zu gewinnen. Verschiedene

Autoren konnten zeigen, dass Monozyten aus dem Blut unter Zusatz
von GM-CSF und IL-4 zu unreifen DC differenzieren (Porcelli et al.|
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1992; [Steinbach et al., 1995 Peters et al., 1996; Banchereau und Stein-
man|, 1998, Hammond et al., 1999 Rice et al., [2004). Weitere Studien
zeigten, dass bereits geringe Mengen von GM-CSF (200 U/ml) und 1L-4
(50 U/ml) ausreichen, um Monozyten zu stimulieren, die innerhalb von
4 Tagen zu monozytéren DC differenzieren (Porcelli et al., 1992; |Stein-
bach et al.,[1995). GM-CSF induziert die Differenzierung von Monozyten
und von DC (Inaba et al. |1992). Durch IL-4 kommt es zur Anreiche-
rung und Verldangerung der Lebensdauer von DC (Rougier et al., 1998).
In der systemischen Applikation von Zytokinen sehen einige Autoren
eine mogliche erfolgreiche Tumortherapie. So konnte in einer human-
medizinischen Studie an Patienten mit Melanomen durch wiederholte
subkutane Injektion von GM-CSF eine Erhéhung der Anzahl peripherer
DC erreicht werden (Demir et al., 2003). Die Aktivitétssteigerung der
antigenprésentierenden Zellen konnten in weiteren humanmedizinischen
Studien an Tumorpatienten durch die Verabreichung von GM-CSF und
IL-4 erreicht werden (Roth et al., 2000; Kiertscher et al., 2003).

Dendritische Zellen in der Therapie

Grundlagen fiir therapeutische Anwendungen der DC sind die Féhig-
keiten der DC, Antigene aufzunehmen, zu préisentieren und primére
Immunantworten zu induzieren (Jungi, 2000). Einsatzgebiete der DC
bestehen fiir alle Bereiche des Immunsystems. Zum einen kann die
Induktion einer Immunantwort bei bakteriellen oder viralen Infektio-
nen und zum anderen die Ausbildung einer Toleranz gegen Antigene
im Falle von Autoimmunerkrankungen ausgenutzt werden (Schlamp),
2005). Fiir die Tumortherapie besteht die Grundlage, DC ex vivo mit
tumorrelevantem Antigen zu beladen, zu aktivieren und in den Korper
zuriickzugeben. Ziel ist dabei, dass eine Immunreaktion gegen den
Tumor induziert wird. DC werden dafiir meist als Vakzine eingesetzt.
Fiir die Herstellung einer Vakzine in vitro miissen zunédchst DC aus
monozytiren Zellen aus dem peripheren Blut extrahiert werden. Im
Anschluss wird den inaktiven DC das Antigen, gegen das eine Im-
munantwort induziert werden soll, in einer Zellkultur zugefiihrt. Fiir
die Beladung der dendritischen Zellen mit dem Tumorantigen wurden
verschiedene Strategien entwickelt. Es kamen Tumorlysate, apoptotische
Tumorzellen, Tumorpeptide, Tumor-RNA, Tumor-DNA, Liposomen
mit Nukleinsduren oder Tumorantigen in viralen Vektoren zum Einsatz
(Banchereau und Steinman, [1998; |Fields et al| 1998; Nestle et al.
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1998; [Celluzzi et al., 1996} Goldszmid et al., 2003; |[Pinzon-Charry et al.|
2005). Tumore bestehen meist aus heterogenen Zellpopulationen und
exprimieren ein breites Spektrum an Tumorantigenen. Oft ist nicht
bekannt, welches dieser Antigene eine potente T-Zell-Antwort hervor-
rufen kann. Daher wird die Verwendung eines Tumorlysates, basierend
auf allen Bestandteilen des Tumorgewebes, empfohlen (Schnurr et al.)
2001). Die Beladung der DC mit nur einem Tumorantigen kann in
der Therapie eines Tumors erfolglos sein und unter Umstinden das
Tumorwachstum durch vorhandene Escape-Mechanismen induzieren
(Schnurr et al., [2001). Allerdings konnte in einer Studie gezeigt werden,
dass die Verwendung einer, auf einem Tumorantigen basierenden,
DC-Vakzine auch Immunantworten gegen andere Tumorantigene indu-
zieren kann (Brossart et al,, [2000). Die Autoren vermuteten, dass die
Zerstorung von Tumorzellen durch antigenspezifische T-Zellen zu einer
Induktion anderer antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen fiihren
kann. (Brossart et al) [2000). Gefahren werden in der Induktion von
Autoimmunreaktionen aufgrund der Verwendung ganzer Gewebeportio-
nen gesehen (Ludewig et al., 2000). Dies konnte in bisherigen klinischen
Studien jedoch nicht belegt werden (Nestle et al., [1998; |Liau et al., 2005)).

Erste humanmedizinische klinische Studien wurden Mitte
der 90er Jahre publiziert. Hsu und Kollegen fiihrten 1996 bei vier
Menschen mit Lymphomen wiederholte subkutane Injektionen von
Antigen-présentierenden dendritischen Zellen durch und konnten so-
wohl partielle als auch komplette Tumorregressionen erreichen (Hsu
et al), [1996). Seitdem wurden in der Humanmedizin weltweit klini-
sche Studien initiiert, in deren Mittelpunkt eine Immuntherapie mit
dendritischen Zellen steht. Zum FKEinsatz kommen dabei dendritische
Zellen, die abhéangig von der Erkrankung, spezifisch gepulst werden.
Zahlreiche Studien zur Tumortherapie (Bekdmpfung von Brustkrebs,
Prostata- und Nierenkarzinomen sowie von Melanomen) sind publi-
ziert worden, in denen behandelte Patienten nach der Therapie eine
partielle oder komplette Regression der Tumoren zeigten (Murphy
et al| 1999; Mackensen et al., 2000; |Gitlitz et all [2003; Morse et al.|
2003; [Yamanaka et al., 2005 Khan und Yaqin, 2006). In Einzelféllen
wurde kein Ansprechen auf die Therapie festgestellt (Schott et al.|
2002). Goldszmid und Kollegen beschrieben in ihrer Studie iiber die
Therapie von Bl6-Melanomen mittels DC als entscheidenden Punkt
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fiir den Erfolg der Therapie, die Co-Kultur von DC mit apoptotischen
Tumorzellen. Nach Impfungen mit einem Gemisch von dendritischen
Zellen und Tumorzellen, ohne vorherige Co-Kultur, zeigten bis zu 9%
der geimpften Miuse eine tumorfreie Uberlebenszeit, wohingegen die
Impfungen mit co-kultivierten Tumorzellen und DC bei bis zu 80%
der geimpften Miuse zu einer tumorfreien Uberlebenszeit fiihrten.
Weiterhin konnte mit der Co-Kultur von DC und Tumorzellen bei 80%
der behandelten Mause ein immunologischer Memory-Effekt erreicht
werden. Die erreichte Immunitdt war streng aut die Tumorart B16-
Melanom begrenzt (Goldszmid et al., 2003).

In der Veterindrmedizin sind Untersuchungen zu dendritischen
Zellen bislang vergleichsweise selten. Studien wurden vor allem bei
Méusen durchgefithrt (Mayordomo et al., [1995; Celluzzi et al., 1996).
Doch auch die dendritischen Zellen anderer Tierarten sind Gegenstand
einiger Studien. So wurden bereits 1989 DC in afferenten Lymphbahnen
von Schafen untersucht (Bujdoso et al., |1989; Hopkins et al., 1989). Bei
Rindern wurden DC aus Lymphknoten (McKeever et al., 1991) sowie
aus dem peripheren Blut isoliert (Howard et al. [1999). Es erfolgten
ebenso Untersuchungen zur Rolle der dendritischen Zellen im Rahmen
von Infektionskrankheiten. So beschrieben Carrasco und Kollegen die
Gefahr der Infektion und der Replikation von Pestiviren in dendritischen
Zellen (Carrasco et al., 2004)). Denn diese klassischen monozytotropen
RNS-Viren verfiigen tiber die Fahigkeit der funktionellen Storung den-
dritischer Zellen um so eine Immunantwort zu unterdriicken. In einer
anderen Studie an Mausen gelang es, eine moderate Immunantwort ge-
gen das Border Disease Virus (BDV) hervorrufen, indem BDV-gepulste
DC injiziert wurden (Fassnacht et al) [2004). In Untersuchungen von
Freer und Kollegen konnten feline DC unter Zugabe von felinem IL-4
und felinem GM-CSF aus dem peripheren Blut von Katzen gewonnen
werden (Freer et al., 2005). Den Autoren gelang zudem der Nachweis
einer deutlichen DC-Maturation durch Zugabe von aus Escherichia coli
gewonnenem LPS. Hier konnen mogliche Anwendungsgebiete bei FIV-
Infektionen (Felines Immundefizienzvirus) gesehen werden (Freer et al.,
2005). Auch bei anderen Tierarten, wie Hunden und Schweinen, wurden
bereits unter Zusatz von IL-4 und GM-CSF Zellen mit dendritischer
Morphologie und Funktionalitét isoliert (Renjifo et al., [1997; Carrasco
et al., 2001; Paillot et al.| [2001; Bonnefont-Rebeix et al., 2006)). Darin
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sind erste Schritte in einer mdglichen Therapie von Erkrankungen bei
den einzelnen Tierarten zu erkennen.

Trotz der nachgewiesenen entscheidenden Rolle der dendritischen
Zellen in der Initiilerung einer Immunantwort in anderen Spezies,
existieren bislang nur wenige Studien iiber equine DC, die im Fol-
genden zusammengefasst werden. So beschrieben Siedek und Kollegen
1997 die erste Isolierung equiner DC aus dem Blut gesunder adulter
Pferde (Siedek et al) 1997). 1999 nannten Hammond und Kollegen
erstmals die Differenzierung einer gréferen Menge DC aus dem Blut
von Ponies durch Zugabe von rekombinantem humanen GM-CSF und
rekombinantem equinen IL-4 (Hammond et al., [1999). Nach 3-8 tégiger
Kultivierung von peripheren Blutmonozyten unter Zugabe genannter
Zytokine zeigten die stimulierten Zellen Eigenschaften dendritischer
Zellen. Phéanotypische und funktionelle Untersuchungen wiesen ein
Gemisch reifer (mature) und unreifer (immature) DC nach, die bis zu
14 Tage iiberlebensfihig waren. Nach Zugabe der Zytokine waren die
equinen DC in der Lage, sehr ziigig fliissige oder partikuldre Antigene
aufzunehmen (Hammond et al.,|1999). Allerdings unterscheidet sich das
dort verwendete Protokoll erheblich von den sonst fiir andere Spezies
eingesetzten. Neben der genannten Isolation equiner DC, erfolgten
bereits verschiedene Untersuchungen zur Rolle der Auslosung einer
Immunantwort durch DC. So konnten Steinbach und Kollegen murine
DC mit EHV-1 infizieren und eine protektive antivirale Immunitét in
vivo induzieren (Steinbach et al., [1998). In einer anderen Studie gelang
es, beim Pferd in vitro nach equiner Herpesvirus 1 (EHV-1) Infektion
die durch DC stimulierte T-Zell-Proliferation und T-Zell-Toxizitét
zu zeigen (Siedek et al., 1999). Auch die besondere Bedeutung der
DC im Rahmen der VEE-Infektion (Venezuelan Equine Encephalitis
Virus) konnte nachgewiesen werden (MacDonald und Johnston|, [2000)).
Diese Infektion der Equiden, welche durch Togaviridae hervorgerufen
wird, kommt insbesondere in Mittel- und Siidamerika vor und wird
durch Arthropoden {iibertragen. Es konnte gezeigt werden, dass DC
das primére Ziel der VEE-Viren darstellen (MacDonald und Johnston,
2000)).
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In jlingster Zeit wurden in dem Bereich der Pferdeimmunologie, ins-
besondere bei der Klonierung relevanter Zytokine sowie der Charakte-
risierung myeloider Zellen, erhebliche Fortschritte gemacht, die in der
Durchfithrung dieser bereits im Jahr 2001 begonnenen klinischen Arbeit
auch durch personliche Kommunikation mit der Arbeitsgruppe um Dr.
Falko Steinbach in Berlin allgemeine Beriicksichtigung, zum Beispiel im
Protokoll zur Herstellung der DC, finden konnten (Saalmueller et al.|
2005; [Steinbach et al., 2005; [Mauel et al., 2006). Allerdings war es nicht
mehr moglich, die Protokolle zur weitergehenden Charakterisierung der
Monozyten und DC im Rahmen dieser Studie anzuwenden.
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2.11 Zielstellung

Das Equine Sarkoid ist der weltweit bei Pferden am héaufigsten vorkom-
mende Hauttumor. Neben der Existenz von notwendigen Kofaktoren
gilt BPV als infektioses Agens. Da Sarkoide aufgrund ihrer Lage und
Ausdehnung zur Nutzungseinschrankung der erkrankten Pferde fiihren
konnen, ist eine wirksame und sichere Therapie notwendig.

Diese Arbeit beschreibt den Einsatz autologer dendritischer Zellen
(DC) bei Pferden mit equinen Sarkoiden nach erfolgter chirurgischer
Entfernung im Sinne einer exploratorischen Studie. Ziel der Arbeit war
es, eine autologe Vakzine aus Tumormaterial von Patienten unter Ver-
wendung autologer DC herzustellen, anschlieflend zu applizieren und aus
den klinischen Ergebnissen Aussagen iiber die Sicherheit und Wirksam-
keit der angewendeten Methode zu gewinnen. Dazu wurden 21 Patienten
im Zeitraum zwischen 2001 und 2004 nach dem gleichen Protokoll mit
zwel Vakzinationen binnen sechs Wochen behandelt. Insbesondere war
zu untersuchen, ob es zu aufergewohnlichen Reaktionen im Sinne von
Nebenwirkungen kommt, zum Beispiel lokale Reaktionen an den Lokali-
sationen der Injektionen sowie generalisierte Symptome im Sinne aller-
gischer Reaktionen, oder eine Verschlechterung des klinischen Verlaufs
auftritt.



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Patienten

In den Jahren 2001 bis 2004 wurden in der Tierklinik des Forschungs-
zentrums fiir Medizintechnik und Biotechnologie (fzmb GmbH) in Bad
Langensalza insgesamt 21 Pferde mit equinen Sarkoiden in einheitlicher
Weise behandelt. In diese Studie wurden ausschliefslich Pferde einbe-
zogen, bei denen nach einer oder mehreren Vorbehandlungen Rezidive
aufgetreten waren. Es handelte sich um 11 Wallache und 10 Stuten ver-
schiedener Herkunft und Abstammung. Es kamen 11 Warmbliiter, sowie
einzelne Tiere verschiedener Rassen vor. Die Details sind in Tabelle [3.1]
dargestellt. Die vorgestellten Patienten waren zwischen drei und 17 Jah-
ren alt. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt
der Vorstellung in der Tierklinik des fzmb 7,2 Jahre. Die ausschliefslich
von den Haustierdrzten durchgefiihrten Vorbehandlungen bestand in fast
allen Fillen im Abbinden der Tumore, allein oder in kombinierter Form
mit anderen Behandlungsmethoden. Bei fiinf Patienten wurden zusatz-
lich eine oder mehrere weitere Vorbehandlungen durch den Haustierarzt
wie folgt durchgefiihrt.

e Bei einem Pferd wurde lokal Zahncreme appliziert.

e Bei zwei Pferden wurden die equinen Sarkoide ausschlieflich chir-
urgisch entfernt.

e Bei drei Pferden erfolgten eine chirurgische Entfernung der Sarko-
ide sowie zusatzlich folgende Behandlungen. Bei einem Pferd wur-
de zusatzlich Spinnengift und Homdoopathie appliziert. Von zwei
Pferden, bei denen zusétzlich eine Tumorlysatvakzine angewendet
wurde, erhielt ein Pferd weiterhin eine Kryochirurgie.

45
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Nr. | Rasse Geschlecht | Alter Farbe | Sarkoide seit / Methoden der
(Jahre) Vorbehandlung
1 Haflinger Wallach 7 Falbe Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden
2 Friese Wallach 9 Rappe Sarkoide seit etwa %J ahr,
Abbinden
3 Morgan Horse | Wallach 7 Dunkel- | Sarkoide seit einem Jahr,
fuchs Abbinden, Homd&opathie,
Spinnengift, chirurgische Entfernung
4 Warmblut Stute 6 Fuchs Sarkoide seit etwa einem Jahr,
chirurgische Entfernung
5 Warmblut Wallach 3 Fuchs Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden
6 Tinker Stute 14 Schecke | Sarkoide seit etwa einem Jahr,
chirurgische Entfernung
7 Painthorse Wallach 8 Schecke | Sarkoide seit etwa 3 Jahren,
Abbinden, chirurgische Entfernung,
Tumorlysatvakzine
8 Warmblut Stute 6 Braune | Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
9 Araber-Berber | Stute ) Fuchs Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden
10 | Warmblut Stute 10 Fuchs Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
11 | Warmblut Wallach 4 Brauner | Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
12 | Warmblut Wallach 5 Brauner | Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
13 | Warmblut Wallach 4 Brauner | Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden
14 | Warmblut Stute 13 Braune | Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
15 | Quarter Horse | Stute 8 Fuchs Sarkoide seit einem Jahr,
Abbinden, lokal Zahncreme
16 | Warmblut Wallach 7 Brauner | Sarkoide seit etwa 3 Jahren,
Abbinden
17 | Welsh-Pony Stute 8 Fuchs Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden
18 | Warmblut Wallach 5 Fuchs Sarkoide seit etwa 3 Jahren,
Abbinden, Kryochirurgie, chirurgische
Entfernung, Tumorlysatvakzine
19 | Islander Wallach 8 Fuchs Sarkoide seit etwa einem Jahr,
Abbinden
20 | Warmblut Stute 10 Rappe Sarkoide seit etwa 2 Jahren,
Abbinden, chirurgische Entfernung
21 | Friese Stute ) Rappe Sarkoide seit etwa einem Jahr,

Abbinden

Tabelle 3.1: Patiententibersicht
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3.2 Allgemeine Beschreibung der Therapie

Alle Pferde wurden nach dem gleichen Protokoll behandelt (siehe
nachfolgendes Therapieschema, Abbildung [3.1)). Sie wurden fiir den Be-
handlungszeitraum von 6 Wochen in der Tierklinik des fzmb GmbH Bad
Langensalza eingestellt. Nach Eingewohnung der Patienten erfolgten in
der ersten Woche die klinische Untersuchung, die chirurgische Entfer-
nung der Sarkoide unter Allgemeinanésthesie, wie im dem Abschnitt
beschrieben, sowie die Blutentnahme fiir die weitere Therapie
(siche Abschnitt [3.4). Post operativ wurden die Operationswunden,
wie im Abschnitt dargestellt, in regelméfigen Absténden durch
Wundtoiletten versorgt. In der 2. Woche wurde, wie im Abschnitt
3.4.5| erlautert, die hergestellte Vakzine intrakutan injiziert. In der
5. Woche erfolgte die zweite Blutentnahme fiir die Herstellung der
Vakzine, die in der 6. Woche intrakutan injiziert wurde. Im Anschluss
an die Entlassung der Patienten wurde der Heilungsverlauf anhand
regelmafiger Befragung der Besitzer ausgewertet.

Therapieschema equiner Sarkoide

1. Woche

— Einstellung des Pferdes,
— Anamnese und Fotodokumentation,

— Blutentnahme und chirurgische Entfernung der Sarkoide,

o 2. Woche

— Vakzinierung,
— Fotodokumentation,

— Beobachtung der Reaktionen auf die Behandlung,

3. und 4. Woche

— Beobachtung der Reaktionen auf die Behandlung,

e 5. Woche

— Beobachtung der Reaktionen auf die Behandlung,

— Blutentnahme,

6. Woche

— Vakzinierung,
— Fotodokumentation,

— Beobachtung der Reaktionen auf die Behandlung,

— Entlassung des Patienten.

Abbildung 3.1: Therapieschema equiner Sarkoide
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3.3 Anamnese und klinische Untersuchung

In den ersten Tagen nach der Einstellung wurden alle Patienten einer
eingehenden Anamnese und einer allgemeinen klinischen Untersuchung,
einer speziellen Untersuchung der Haut (siehe Abbildung [3.2] “Untersu-
chungsbogen Equine Sarkoide”) einschliefslich einer Fotodokumentation
der equinen Sarkoide unterzogen. Fiir jede Lokalisation wurde die An-
zahl der vorkommenden Sarkoide, deren Grofe und deren Typ nach der
Einteilung von Knottenbelt beschrieben (Knottenbelt, 2003). Informa-
tionen zum Krankheitsgeschehen lieferten die Angaben der Besitzer oder
wurden von den Haustierdrzten iibermittelt.

3.3.1 Chirurgische Entfernung der equinen Sarkoide

Zu Beginn erfolgte eine Narkosefihigkeitsuntersuchung, eine Uberprii-
fung des aktuellen Impfstatus sowie die Anfertigung eines kleinen roten
und weifen Blutbildes. Nach dem Legen des intraventsen Verweilkathe-
ters (Brauniile MT® Luer Lock, Braun, Melsungen, 2G14), wurde ein
nichtsteroidales Antiphlogistikum (Phenylbutazon, 4,0 mg/kg Korper-
gewicht) injiziert. Vor der Anésthesieeinleitung wurde jedem Patienten
das Maul ausgespiilt. Die Sedation erfolgte mittels intravendser Verab-
reichung von Romifidin (0,10 mg/kg Korpergewicht), die Einleitung der
Narkose mit Ketamin (2,2 mg/kg Korpergewicht) und Diazepam (0,4
mg/kg Korpergewicht). Nach der Intubation des Pferdes mit einem Tra-
chealtubus, wurde die Narkose mit einem Isofluran-Sauerstoffgemisch
aufrechterhalten. Wéahrend der gesamten Operation wurde dem Pferd
iber eine Infusion in den Verweilkatheter eine isotonische Kochsalzlo-
sung (10-40 ml/kg/Stunde) verabreicht. Fiir die Operation wurden die
Pferde in Riicken- oder Seitenlage fixiert, das Operationsgebiet gewa-
schen, rasiert und desinfiziert sowie die Umgebung des Operationsfeldes
mit sterilen Tiichern abgedeckt. Die Entfernung der Sarkoide erfolgte
mittels Elektrochirurgie (Elektrotom 541, Berchthold, Tuttlingen). Auf-
getretene kleinere Blutungen konnten mit dem Elektrokauter koaguliert
werden, grofere eroffnete Blutgefifse wurden mit einer Naht verschlos-
sen (Vicryl®, Ethicon, Norderstedt, 3,5 metric). Bei der Exzision wur-
de darauf geachtet, den gesamten Tumor bis in das umgebende gesun-
de Gewebe zu entfernen. Die Operationswunden wurden, je nach Lo-
kalisation und Grofke, mittels mehrschichtigen Wundnéhten verschlos-
sen oder unverschlossen gelassen. Im ersten Fall erfolgte der Wundver-
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Untersuchungsbogen ,,Equine Sarkoide“

Signalement

Name
Geburtsdatum
Geschlecht
Rasse
Fellfarbe
Besitzer

Anamnese

Wann wurden die Sarkoide zuerst bemerkt?
- Alter des Pferdes zum Zeitpunkt der Feststellung:

- Zeitraum seit dem Zeitpunkt der Feststellung:

Sind Verletzungen oder Ahnliches vorausgegangen?
- Wenn ja, welche:
Existiert eine familiére Haufung?

Gibt es weitere betroffene Tiere in der Umgebung?

Vorbehandlungen:

- Welche:

- Erfolg der Vorbehandlungen:

- Weiterer Verlauf seit Vorbehandlungen:
Andere Erkrankungen:
Haltung des Pferdes:

Nutzung des Pferdes:

Vorkommen

Solitér:
Multipel:

Abbildung 3.2: Untersuchungsbogen Equine Sarkoide mit Skizze zum Einzeichnen der betroffe-
nen Lokalisationen zur Unterstiitzung der Fotodokumentation. (Abbildung aus
M.Sloet, 2001)
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schluf zweischichtig. Nach dem fortlaufenden Verndhen der Unterhaut
(Vieryl®, Ethicon, Norderstedt, 3,5 metric) wurde die Haut mit Ein-
zelheften (Vicryl®, Ethicon, Norderstedt, 4,5 metric) oder Hautklam-
mern (Weck Visistax®, Weck Closure Systems, N.C., USA) verschlossen.
Alle Wunden erhielten eine Abdeckung mittels einer iodhaltigen Salbe
(Braunovidon® Salbe, Braun, Melsungen). Wunden im Bereich des ven-
tralen Abdomens wurden zum Schutz wihrend der Aufstehphase des
Pferdes mit einem selbstklebenden Klebeverband (Fixomull® Stretch,
BSN Medical, Hamburg) abgedeckt. Es wurden stets alle Sarkoide der
Pferde chirurgisch entfernt.

3.3.2 Postoperative Versorgung

Die Pferde erhielten in den ersten 7 Tagen postoperativ eine Analge-
sie (Phenylbutazon, 4,5 mg/kg Korpergewicht, oral) sowie eine Anti-
biose (Sulfadiazin und Trimethoprim, 30,0 mg/kg Kérpergewicht, oral).
Ab dem dritten Tag postoperativ wurden die Operationswunden einmal
tdglich mit einer iodhaltigen Waschlosung gereinigt und mit einer iod-
haltigen Salbe abgedeckt. Diese Wundtoiletten erfolgten in der ersten
Woche postoperativ zunédchst taglich, im folgenden Verlauf alle zwei bis
drei Tage. In regelméfigen Abstédnden fand eine Beobachtung und Do-
kumentation des postoperativen Heilungsverlaufes der Wunden, sowie
der Reaktionen auf die Vakzinierung statt.

3.3.3 Histopathologische Untersuchung

Die chirurgisch entfernten Tumore wurden histopathologisch im Ve-
terindrmedizinischen Labor Dr. Weber, Bad Salzungen untersucht.
Handelte es sich lediglich um kleine Sarkoide, so wurde das gesamte
Tumorgewebe fiir die Vakzineherstellung genutzt (siche Tabelle [4.1)).
Fiir den Versand zum histopathologischen Labor wurden die Tumore
in Formalin (4%) konserviert. Die Auswertung der histopathologischen
Untersuchungen sind in Tabelle dargestellt. Dabei wurden unter
anderem folgende Farbemethoden zur Beurteilung der histologischen
Schnitte der Tumoren eingesetzt:

Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist die Standardfirbung, mit der
sowohl Zellkerne als auch Zytoplasma dargestellt werden konnen.
Die Zellkerne werden blauschwarz bis violett gefiarbt, wiahrend das
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Zytoplasma, Bindegewebs- und Muskelfasern hellrot erscheinen.
Diese Fiarbung bietet einen Uberblick iiber das Tumorpriparat
und wird durch folgende Spezialtarbungen fiir die Darstellung von
kollagenem Bindegewebe erginzt.

Azan-Farbung ist eine typische Bindegewebsfarbung, die beson-
ders fiir den Nachweis kollagener Fasern geeignet ist, die sich hier
tiefblau darstellen. Dagegen leuchten Muskulatur und Zellkerne rot.

Masson-Goldner-Fiarbung ist ebenfalls eine Farbung, die fiir den
Nachweis kollagenen Bindegewebes genutzt wird, welches hierbei
dunkelgriin leuchtet. Hingegen sind Muskelzellen hellrot geférbt.
Die Zellkerne erscheinen braunlich-schwarz und das umgebende Zy-
toplasma ziegelrot.

3.4 Methode der Vakzine-Herstellung

Die Herstellung der Vakzine wurde fiir jeden Patienten jeweils zwei
Mal nach einheitlichem Schema durchgefiihrt. Sie beinhaltete, wie in
den nachfolgenden Abschnitten detailliert dargestellt, die Blutentnah-
me, Zellisolierung und Zellkultivierung, die Tumoraufbereitung sowie die
anschliefsende Injektion der Vakzine. Die isolierten equinen monozytéren
Zellen wurden in Anlehnung an in der Literatur beschriebenen human-
und veterindrmedizinischen Studien (siehe [2.10.3)), mit humanem GM-
CSF und equinem IL-4 kultiviert, um eine Differenzierung zu DC zu
erzielen (Porcelli et al. 1992; Steinman, 1991; Steinbach et al., 1995}
Peters et al., |1996; Banchereau und Steinman, 1998; Hammond et al.,
1999; Rice et al., 2004), (Peters und Kollegen, personliche Mitteilungen;
Steinbach und Mauel, personliche Mitteilungen).

3.4.1 Blutentnahme

Fiir jede Vakzineherstellung wurden dem Pferd steril 450 bis 500 ml Blut
in einem Citratblutbeutel (Einfachblutbeutel, Baxter, Miinchen) sowie
zur Serumgewinnung 50 ml Blut in einem Serumrdhrchen (Citrucent®,
Nerbe Plus, Winsen / Luhe) entnommen. Die Blutentnahme erfolgte

aus einer der Jugularvenen, nach vorheriger Desinfektion (Cutasept®G,
Hautdesinfizienz, Bode Chemie, Hamburg) der Einstichstelle. Nach Ge-
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winn der ausreichenden Menge Blut wurde die Einstichstelle mit einer
iodhaltigen Salbe (Braunovidon® Salbe) abgedeckt.

3.4.2 Zellisolierung, Kultivierung

Von dem steril in einem Citratblutbeutel gewonnenem 450 bis 500 ml
Vollblut, wurden je 25 bis 35 ml Blut auf Trennscheiben in sterilen 50 ml
Leukosep-Rohrchen (Greiner, Frickenhausen), unter denen sich 15 ml iso-
tone Biocoll-Trennlésung (Biochrom, Berlin) befand, aufgeschichtet und
anschliefend 20 Minuten bei 2500 rpm ohne Bremse zentrifugiert (Rotina
Zentrifuge, Hettich, Bich / Schweiz) (siehe Abbildung[3.3). Durch einen
Dichtegradienten kommt es dabei zur Auftrennung der mononukleédren
Zellen (Monozyten und Lymphozyten) von den Erythrozyten und den
meisten polymorphkernigen Leukozyten. Erythrozyten und Leukozyten
sammeln sich aufgrund ihrer groferen Dichte im unteren Bereich des
Rohrchens als Pellet an (siehe Abbildung [3.3). Anschliefend wurde der
Uberstand bis zur sichtbaren weiflen Schicht mit mononuklesiren Zellen
abgesaugt. Es wurden die Uberstinde aus zwei Réhrchen gemeinsam in
ein neues, gekiihltes 50 ml Rohrchen (Greiner, Frickenhausen) pipettiert.
Jedes Rohrchen wurde mit gekiihltem PBS aufgefiillt. Anschlieffend er-
folgte eine 10 miniitige Zentrifugation bei 4°C und 1700 rpm, worauthin
sich der zellreiche Anteil in einem am Boden des Rohrchen befindlichen
Pellet versammelte. Dieses Pellet konnte nach Abnehmen des Uberstan-
des, mittels gekiihltem PBS resuspendiert werden. Es folgten zwei bis
drei Waschschritte nach gleichem Schema, bis der Uberstand nach der
Zentrifugation sichtbar frei von Thrombozyten war. Anschliefend wurde
aus dem resuspendierten Pellet die Zellzahl bestimmt (Neubauer Zahl-
kammer). Nachfolgend wurde die Zellsuspension mit Zusatz von RPMI
und 5% autologem Serum in einer Zellkulturschale (Greiner, Frickenhau-
sen) bei 37°C und 5% COs im Brutschrank (Heracell, Heraeus, Hanau)
zur Adhérenz gebracht. Nach zwei Stunden wurden nicht an der Schale
anhaftende Zellen mit PBS vorsichtig abgespiilt. Unter Zugabe von RP-
MI, 1,5% autologem Serum, 300 U/ml equinem Interleukin-4 (David W.
Horohov, Department of Comparative Biomedical Sciences, School of
Veterinary Medicine, Louisiana State. University, Lexington, USA) und
30 U/ml humanem GM-CSF (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt)
wurden die adhérenten Zellen fiir die Dauer von sechs Tagen, bei 37°C
und 5% CO, inkubiert.
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Biocoll

Trenn-
scheibe

Biocoll

Blut
Plasma PBS-
Uberstand
Inter- '
phase
Trenn-
scheibe
Biocoll Zellreiches |
Pellet

Abbildung 3.3: Isolierung der peripheren Blutmonozyten: A) 15 ml Biocoll ist auf der Trenn-
scheibe in Leukoseprohrchen aufgeschichtet, B) 15 ml Biocoll wurden durch Zen-
trifugation (2 Minuten, 1500 rpm) unter die Trennscheibe in Leukoseprohrchen
gebracht, C) 25 ml Blut aufgeschichtet in Leukoseprohrchen, D) Erfolgte Sepa-
rierung des Blutes nach erster Zentrifugation (20 Minuten, 2500 rpm, ohne Brem-
se), Die Interphase ist oberhalb der Trennscheibe erkennbar, E) PBS-Uberstand
nach weiterer Zentrifugation (10 Minuten, 1700 rpm) und zellreiches Pellet am
Boden des Rohrchens.
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3.4.3 Tumoraufbereitung

Das Tumorgewebe wurde nach chirurgischer Entfernung ohne Zugabe
eines Mediums sofort bei -80°C eingefroren. Fiir die Vakzineherstellung
wurde der Tumor zunédchst manuell gereinigt. Dazu wurden vorhandene
Haare entfernt und die Oberfliche mittels PBS abgespiilt. Nachfolgend
erfolgte mit einem Skalpell das Schneiden eines maximal kirschgrofen
Tumorstiickes in feine Scheiben sowie die anschliefende Abfiillung in
ein steriles Rohrchen, welches dann fiir zwei Minuten in fliissigen Stick-
stoff gebracht wurde. In einer Gewebemiihle (MM 301, Firma Retsch,
Haan) wurde der gefrorene Tumor zu einem Pulver gemahlen (3 Minu-
ten, 3000 rpm). Zu dem Tumorpulver wurden 1,0 - 2,0 ml Wasserstoft-
peroxid (30%, Sigma Chemie, Miinchen) gegeben. Um diese schaumende
Reaktion zu stoppen, wurden 20 ml Ethanol (70%, Neolab, Heidelberg)
zugesetzt. Die Suspension wurde durch einen Filter (Porengrofe 100 pm)
gegeben. Das im Filter aufgefangene Material wurde zentrifugiert (10 Mi-
nuten, 2500 rpm, Rotina Zentrifuge), wodurch das enthaltene Ethanol
darauthin mit sterilem PBS heraus gespiilt werden konnte. Es folgten
zwel weitere Schritte der Zentrifugation mit gleichen Einstellungen und
dem anschlielfenden Spiilen mit sterilem PBS. Zuletzt wurde dem Tu-
mormaterial eine Mischung verschiedener Antibiotika (50,0 ug/ml Gen-
tamicin, 100,0 pg/ml Metronidazol, 2,5 pg/ml Amphotericin B, 100,0
pg/ml Ampicillin) zugesetzt. Es folgte eine Inkubation bei 4°C iiber 24
Stunden. Am folgenden Tag erfolgten mehrere Waschschritte mit steri-
lem PBS, um die Antibiotika heraus zu waschen. Nach der letzten Zen-
trifugation wurde der PBS-Uberstand abgenommen und das gewonnene
Tumormaterial in einem Eppendorfgefaf bei -80°C eingefroren. Am drit-
ten Tag wurden drei bis vier Auftau- und Einfrierzyklen durchgefiihrt
um das Tumorgewebe letztlich wieder bei -80°C fiir mindestens weitere
zwel Tage zu lagern.

3.4.4 Fertigstellung der Vakzine

Am sechsten Tag erfolgte nach visueller Beurteilung der kultivierten Zel-
len die Zugabe einer Spatelspitze (circa ein Gramm) des Tumorgewebes
in die Zellkulturschalen, welches zuvor mit 1,0 ml sterilem PBS resuspen-
diert wurde. Im Anschluss inkubierten die Zellen 24 Stunden bei 37°C
und 5% COs. Am siebenten Tag wurde erneut eine visuelle Betrachtung
der Zellen durchgefiihrt, welche von unregelméfiger Gestalt waren und
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Zytoplasmafortsitze aufwiesen, womit sie dem mikroskopisch erkenn-
baren Bild vom Vortag entsprachen. Es lagen lediglich einige abgeloste
(nicht-adhérente) Zellen in der Zellkultur vor. Die nicht-adhérenten Zel-
len wurden mit dem Abgiefen des Zellkulturmediums entfernt. Die am
Boden der Zellkulturschale haftenden adharenten Zellen konnten mit 25
ml kaltem PBS von der Zellkulturschale gelost, anschliefsend abpipettiert
und in ein 50 ml Rohrchen tiberfiihrt werden, woraus mit einer Spritze
die Zellsuspension injektionsfiahig entnommen wurde.

3.4.5 Vakzinierung

Die Vakzinierung wurde in der zweiten Woche (eine Woche postopera-
tiv) und in der sechsten Woche vorgenommen. Dazu wurden die Pferde
mittels intravendser Injektion von Xylazin (1,1 mg/kg Kérpergewicht)
sediert. Es erfolgten intrakutane Injektionen der Vakzine, jeweils direkt
an die zuvor gereinigten und desinfizierten Bereiche der Wundréander al-
ler chirurgisch entfernten Sarkoide. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
an jeder Lokalisation, an der ein equines Sarkoid chirurgisch entfernt
wurde, eine Injektion durchgefiihrt wurde. Je nach Anzahl und Grofe
der Wundflache wurden zwischen 0,2 ml und 0,4 ml Vakzine pro Appli-
kationsort injiziert.

3.5 Gerate und Substanzen

’ Handelsname ‘ Hersteller
Kugelmiihle MM 301 Retsch, Haan
Eppendorfgefife Eppendorf, Koln
Ethanol, 70% Neolab, Heidelberg
PBS (Phosphat Buffered Saline, | Sigma-Chemie, Miinchen
pH 7,4)
Pipetten, Pipettenspitzen Eppendorf, Kéln
Rohrchen Greiner, Frickenhausen
Wasserstoffperoxid, 30% Sigma-Chemie, Miinchen
Zellsiebe Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg

Tabelle 3.2: Gerdte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien fiir die Tumoraufarbeitung



56

KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Handelsname

Hersteller

Heracell Inkubator

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Lichtmikroskop

Leica, Wetzlar

Rotina Zentrifuge

Hettich, Béch, Schweiz

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wiirzburg

Amphotericin Sigma-Chemie, Miinchen
Ampicillin Sigma-Chemie, Miinchen

Biocoll (1,077g/ml) Biochrom, Berlin
Einfachblutbeutel Baxter, Miinchen-Unterschleifheim

Equines Interleukin-4

David W. Horohov, Departm. of Comparative Biomed. Sciences, School of
Veterinary Medicine, Louisiana State University, Lexington, USA

Gentamicin

Sigma-Chemie, Miinchen

Humanes GM-CSF

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Leukosep R6hrchen

Greiner, Frickenhausen

Metronidazol

Sigma-Chemie, Miinchen

PBS

Sigma-Chemie, Miinchen

Pipetten und -spitzen

Eppendorf, Kéln

Rohrchen

Greiner, Frickenhausen

RPMI Zellkulturmedium

Sigma-Chemie, Miinchen

Trypanblau

Sigma-Chemie, Miinchen

Zellkulturschalen

Greiner, Frickenhausen

Tabelle 3.3: Gerdte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultivierung

Handelsname

Hersteller

Blutanalaysegetit Vet abc

Scill, Viernheim

Braunoderm®, Salbe

Braun, Melsungen

Brauniile MT® Luer Lock 2G14

Braun, Melsungen

Cutasept®G Hautdesinfizienz

Bode Chemie, Hamburg

Diazepam Ratiopharm 10®

Ratiopharm, Ulm

Elektrotom 541

Berchthold, Tuttlingen

Equipalazone®

Intervet, Unterschleiftheim

Fixomull® Stretch

BSN Medical, Hamburg

Inhalationsnarkosegerit

Eickemeyer, Tuttlingen

Isoflo®

Abbott Animal Health, Illinois, USA

Isotonische Kochsalzlsung ®

Serumwerk, Bernburg

Phenylbutazon 20%®

Medistar, Holzwickede

Sedivet®

Boehringer Ingelheim, Ingelheim

Trimeto TAD®

aniMedica, Senden-Bdésensell

Ursotamin®

Serumwerk, Bernburg

Vicryl®, 3,5 metric

Ethicon, Norderstedt

Wasa® Soft Hautwaschlotion

Lysoform, Berlin

Weck Visistax® Hautklammern

Weck Closure Systems, N.C., USA

Tabelle 3.4: Gerite, Medikamente und Verbrauchsmaterialien fiir die operative Tumorentfernung
und die postoperative Nachsorge




Kapitel 4

Ergebnisse

Entsprechend der Zielsetzung der Arbeit wurde bei 21 Pferden, die von
equinen Sarkoiden betroffen waren und bereits erfolglos vorbehandelt
wurden, eine Kombinationstherapie angewendet, die aus der chirurgi-
schen Entfernung aller Sarkoide sowie der Applikation einer auf autolo-
gen dendritischen Zellen basierenden Vakzine bestand. Die Darstellung
der erzielten Ergebnisse ist in folgende zwei Teilbereiche gegliedert:

e Vakzine-Herstellung,

e Klinischer Verlauf der Behandlung.

4.1 Ergebnisse der Vakzine-Herstellung

4.1.1 Zellisolierung und Kultivierung

Aus 450 bis 500 ml vendsem Blut von Pferden wurden Monozyten iso-
liert. Die Gesamtzahl der so isolierten Monozyten lag nach visueller Be-
urteilung und Zellzdhlung in einer Neubauer Zahlkammer bei durch-
schnittlich 2,5 x 10° Monozyten / 500 ml Blut. In einer Zellkultur un-
ter Zusatz von RPMI-Medium, autologem Serum, equinem Interleukin-4
und humanem GM-CSF zeigten die Monozyten nach 6 Tagen morpholo-
gisch stets das typische Erscheinungsbild von dendritischen Zellen (sie-
he Abbildung [£.1)), was fiir alle durchgefithrten Zellkultivierungen durch
mikroskopische visuelle Kontrolle bestétigt werden konnte.

4.1.2 Tumoraufbereitung und Vakzine-Fertigstellung

Bei allen Patienten wurden samtliche Sarkoide chirurgisch entfernt, wo-
bei immer auf die Vollstdndigkeit der Tumorentnahme geachtet wur-

o7
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Abbildung 4.1: 400-fache Vergrofserung der Zellen in der Zellkultur: Nach sechstégiger Kultivie-
rung mit GM-CSF und IL-4 entwickelten die aus dem peripheren Blut der Pferde
isolierten Zellen die charakteristische lichtmikroskopische Morphologie dendriti-
schen Zellen: baumartig-verzweigte Zytoplasmaausldufer (Pfeile).

de. Von jedem Pferd wurde ein im Durchmesser 2 cm grofses Stiick des
Tumors fiir die Vakzineherstellung verwendet. Durch die Aufarbeitung
konnten so jeweils etwa 5 Gramm homogenen Tumorpulvers gewonnen
werden. Nach mikroskopischer Betrachtung der proliferierten Zellen am
sechsten Tag der Kultivierung wurde etwa ein Gramm des Tumorpul-
vers mit sterilem PBS resuspendiert und in die Zellkulturschalen gege-
ben. Nach einer 24 stiindigen Inkubation konnten am folgenden Tag die
adhérenten Zellen durch Zugabe von kaltem PBS gelost werden.

4.2 Klinische Untersuchung der Patienten

Signalement und Anamnese der Patienten, die im Rahmen der klinischen
Voruntersuchung ermittelt wurden, sind in Tabelle detailliert dar-
gestellt. Die Gruppe der in dieser Studie behandelten Pferden bestand
aus 10 Wallachen und 11 Stuten verschiedener Herkunft und Rasse. Die
Patienten waren zum Zeitpunkt der Vorstellung im Alter von 3 und 17
Jahren. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt des Auftretens des
ersten Sarkoids bei diesen Pferden betrug 5,7 Jahre, die jlingsten Tiere
waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Erkrankung noch einjéhrig,
das Alteste bereits dreizehn Jahre alt. Durchschnittlich traten 10,5 Sar-
koide je Pferd auf. Die Patienten mit den wenigsten Sarkoiden besafen
zwel, das Tier mit den meisten besaf 89 Sarkoide (siehe Tabelle [4.2)).
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4.2.1 Klinisch-anatomische und histopathologische Beschrei-
bung der Sarkoide

Neben einer allgemeinen klinischen Untersuchung erfolgte bei allen
Patienten eine spezielle Untersuchung der Haut (siche Abbildung
“Untersuchungsbogen Equine Sarkoide®) einschlieflich einer Fo-
todokumentation der equinen Sarkoide. Aufgrund der pathologisch-
anatomischen Verdnderungen wurde die klinische Verdachtsdiagnose
equines Sarkoid gestellt. Es handelte sich um eine variable Anzahl
an haarlosen, kugeligen bis flichigen derben, zum Teil verschiebbaren
Umfangsvermehrungen im Bereich der Haut an verschiedenen Lokali-
sationen (siehe Tabelle 4.2]). Diese waren zum Teil von intakter Haut
umgeben. Andere, besonders im Bereich mechanischer Belastung - etwa
in der Achsel, am Bauch oder in der Inguinalregion, wiesen oft eine
oberflachliche Ulzeration auf.

Eine histopathologische Untersuchung konnte bei 5 Patienten nicht
durchgetiihrt werden, da es sich lediglich um sehr kleine Sarkoide han-
delte, von denen das gesamte Tumorgewebe fiir die Vakzineherstellung
genutzt wurde. Die Tumore dieser Patienten wurden lediglich klinisch
beurteilt und als fibroblastische Sarkoide eingestuft. Die Auswertung der
histopathologischen Untersuchungen der Sarkoide der weiteren 16 Pterde
ist in folgender Tabelle detailliert dargestellt. In allen untersuchten
16 Praparaten konnte die klinische Verdachtsdiagnose des equinen Sar-
koids bestatigt werden.

8 der untersuchten Proben wurden als fibroblastisches Sarkoid und
jeweils 4 als fibroblastisch-gemischtes und fibroblastisch-verrukoses Sar-
koid diagnostiziert. Als gemeinsame Eigenschaft aller untersuchten Biop-
sien ist die wirbel- bis strangformige Anordnung der Fibroblasten (“he-
ringbone pattern®) (siche Abbildung [4.2] Bild B) festgestellt worden. In
die Tiefe der Dermis ziehende Reteleisten der Epidermis (“picket fences®)
waren nur in 7 der 16 Proben nachzuweisen (siehe Abbildung [£.2] Bild
D). Eine orthokeratotische Hyperkeratose war in 12 Priaparaten vorhan-
den. In zwei Sarkoiden konnte in unmittelbarer Umgebung einer fokalen
oder herdférmigen Erosion eine ebenso fokale oder herdférmige Ulzera-
tion nachgewiesen werden. In 10 Fillen wurde lediglich eine Ulzeration
diagnostiziert, die entweder geringgradig und fokal oder hochgradig und
grokflachig vorlag. 10 der 16 Préparate waren subepidermal durch neu-
trophile Granulozyten und Lymphozyten, 3 der Préaparate nur durch
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Lymphozyten infiltriert. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der
Tabelle detailliert dargestellt. Zu beachten ist, dass bei multiplen
Sarkoiden nicht alle, sondern nur einzelne Tumore histopathologisch un-
tersucht wurden, so dass ein zusétzliches Vorhandensein weiterer Sarko-
idtypen bei diesen Patienten nicht ausgeschlossen werden kann.

Abbildung a) Abbildung b)

Abbildung c) Abbildung d)

Abbildung 4.2: A) HE-Fiarbung: fibroblastischer Typ, wirbel- bis strangformig angeordnete, gut
differenzierte Fibroblasten, hochgradige oberfléchliche Infiltration mit eosinophi-
len und neutrophilen Granulozyten und mononukledren Zellen, grofflichige Ul-
zeration, 20-fache Vergroferung. B) Ausschnitt aus Abbildung A), HE-Férbung:
fibroblastischer Typ, wirbel- bis strangformig angeordnete, ausgereifte Fibro-
blasten (“heringbone pattern®), geringgradige diffuse Infiltration mit eosinophi-
len Granulozyten und mononukledren Zellen, 40-fache Vergroferung. C) Azan-
Firbung: fibroblastischer Typ, wirbel- bis strangférmig angeordnete, gut differen-
zierte Fibroblasten, mittelgradige Ausbildung kollagenen Bindegewebes (Pfeile),
40-fache Vergroferung. D) PAS-Reaktion: fibroblastisch-verrukéser Typ, wirbel-
bis strangformige Anordnung der gut differenzierten Tumorzellen, gering- bis
mittelgradige Ausbildung von Reteleisten, geringgradige fokale orthokeratotische
Hyperkeratose, 20-fache Vergroferung. Quelle der Fotos: Dr.M.Weber, Veterinér-
medizinisches Labor Bad Salzungen
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4.2.2 Wundheilungsverlauf

Neben der im Abschnitt beschriebenen durchgefiihrten Untersu-
chung wurde zu den angegebenen Zeitpunkten der postoperative Hei-
lungsverlauf der Wunden der Patienten beurteilt und dokumentiert (Bei-
spiele sind am Ende dieses Abschnittes zu finden). Wie im Abschnitt
genannt, wurden ab dem dritten Tag postoperativ die Operati-
onswunden einmal téglich gereinigt und mit einer iodhaltigen Salbe
abgedeckt. Bei sieben Pferden traten im Beobachtungszeitraum von 5
Wochen post operationem Wundheilungsstorungen infolge sekundérer
Wundheilung auf. Zum einen existierten bei zwei Pferden (7 und 20)
aufgrund des groflen Tumorvolumens sehr grofe Wundfldchen, die eine
starke Sekretion zeigten. Zum anderen befanden sich die entfernten Sar-
koide bei vier Pferden (4, 7, 11 und 20) in mechanisch beanspruchten
Gebieten der Achselregion. Diese Wunden zeigten neben einer starken
Sekretion eine Krustenbildung und neigten zur Bildung einer Hyper-
granulation. Die Abheilung der grofsen Operationswunden bei den zwei
genannten Patienten (7 und 20) dauerte tiber den Beobachtungszeitraum
hinaus an. Bei Patient 6 war aufgrund der Lokalisation einiger Sarkoide
eine Teilamputation des Euters notwendig. In diesem Bereich kam es zu
geringgradigen Wundheilungsstorungen mit Auftreten von gesteigerter
Sekretion und Krustenbildung. Der Verlauf von Heilung und Therapie

ist in der Tabelle [4.2] dargestellt.

4.2.3 Nebenwirkungen

An den genannten Zeitpunkten wurden neben dem Heilungsverlauf auch
die lokale und systemische Reaktion auf die Vakzinierung eingeschétzt.
Zum Einen wurde das Auftreten von Zeichen einer lokalen Entziindung
an der Lokalisation der Injektionen, in Form von Schwellungen, Rotun-
gen, Schmerzhaftigkeit und vermehrter Warme, eingeschatzt. Zum An-
deren wurden systemische Nebenwirkungen, im Sinne allergischer Reak-
tionen kontrolliert. Bei keiner der erfolgten Injektionen der Vak-
zine konnte eine lokale oder systemische Nebenwirkung beob-
achtet werden. Dies betraf die sowohl die erste als auch die zweite
Injektion bei allen Pferden. Bei Patient Nr. 18 wurde ein Jahr nach
der Behandlung aufgrund aufgetretener Sarkoide eine zweimalige Wie-
derholungsimpfung nach gleichem Protokoll durchgefiihrt, die keinerlei
feststellbare Nebenwirkungen zur Folge hatte.
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4.2.4 Therapieverlauf

Die Pferde wurden wéihrend des Aufenthaltes in der Tierklinik sowie
nach der Entlassung in einem Beobachtungszeitraum von mindestens
zwei Jahren beziiglich der Ausbildung von Rezidiven beurteilt (Beispiele
sind am Ende dieses Abschnittes zu finden). Wéhrend des 6-wochigen
Aufenthaltes in der Tierklinik kam es bei keinem der Patienten zum
erneuten Auftreten equiner Sarkoide.

Seit der Entlassung waren dreizehn Pferde bis Ende des Beobach-
tungszeitraumes sarkoidfrei und acht Pferde entwickelten Rezidive (3,
7,8, 10, 16, 18, 19 und 20), wie im Folgenden detailliert dargestellt wird
(siche auch Tabelle [4.2). Bei 5 (3, 7, 8, 10 und 19) dieser Tiere kam
es zur Ausbildung kleinerer Rezidive, zwei weitere Pferde (16 und 20)
wiesen grofflichige Rezidive auf. Ein Tier (18) entwickelte ein groferes
Rezidiv, das nach dem gleichen Schema wiederholt behandelt wurde.
Es ist seitdem frei von Rezidiven. Die Besitzer von fiinf dieser Pferde
mit Rezidiven (3, 8, 16, 19, und 20) lehnten eine Nachbehandlung ab.
Pferd 10 wurde nach Abschluss der Therapie aus anderen, nicht mit
dieser Studie im Zusammenhang stehenden Griinden euthanasiert.

Im Folgenden wird der Heilungsverlauf der fiinf Pferde (3, 7, 8, 10
und 19), die Rezidive geringer Ausdehnung (bis ca. 5 cm Durchmesser)
entwickelten, sowie der Heilungsverlauf der drei Pferde (16, 18 und
20) mit Rezidiven grofer Ausdehnung (grofer als 5 cm Durchmesser)

geschildert. Eine Ubersicht iiber den Heilungsverlauf bei allen Patienten
ist in Tabelle 4.2 dargestellt.

Patienten mit Rezidiven geringerer Ausdehnung

Pferd 3: wies vor Beginn der Behandlung vier teils ulzerierende, im
Durchmesser 2 bis 3 cm grofe, Sarkoide an der Vorderbrust und im
Inguinalbereich auf. Die Wundheilung verlief zufriedenstellend und
ohne Komplikationen. 48 Monate post operationem entwickelte sich
an teils gleichen Lokalisationen ein 4 cm grofses Rezidiv im Inguinal-
bereich sowie ein 2 cm grofes Sarkoid an der Vorderbrust, die seit
dem Auftreten kein weiteres Wachstum zeigten. Eine wiederholte
Behandlung des Pferdes wurde von den Besitzern abgelehnt.
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Pferd 7: hatte vor der Behandlung 23 zum Teil ulzerierte Sarkoide in
der Achsel und im Inguinalbereich. Das Sarkoid im Achselbereich,
welches einen Durchmesser von 15 cm und ein Gewicht von 1400 g
aufwies, stellte aufgrund der Grofke und der Lokalisation die stérk-
ste Beeintriichtigung des Tieres dar (siche Abbildung [4.4). Beson-
ders im Bereich der Achsel trat postoperativ eine mittelgradige
Wundheilungsstorung, in Form von Hypergranulation und gestei-
gerter Sekretion auf, die auf die Reibung im Wundbereich zuriick-
zufiithren ist. Es kam im Folgenden zur zufriedenstellenden Heilung
der Wunden. 6 Monate nach der Entlassung traten zwei 3 cm grofe
Rezidive in der Achsel auf, die ohne eine Therapie innerhalb von
zwel Monaten spontan regredierten.

Pferd 8: zeigte vor der Therapie drei Sarkoide, von denen sich zwei
3 c¢cm grofe Sarkoide in der Gurtlage und ein, im Durchmesser 4
cm grofses, Sarkoid medial am Knie befand. Die Wundheilung ver-
lief ohne Komplikationen. Ein Jahr post operationem entwickelte
sich medial am Knie ein 2 ¢cm grofses Rezidiv. Hierbei handelte es
sich um die gleiche Lokalisation, wie bei dem ersten Auftreten. Da
kein weiteres Wachstum des Rezidives beobachtet werden konnte,
wurde von den Besitzern keine wiederholte Behandlung des Pferdes
gewiinscht.

Pferd 10: hatte vor der Behandlung vier 4-5 cm grofe Sarkoide in der
Gurtlage. Die Wundheilung verlief komplikationslos. 4 Monate post
operationem traten erneut in der Gurtlage 2, etwa 2 cm grofe Re-
zidive auf. Das Tier wurde nach Abschluss der Therapie aus ande-
ren, nicht mit dieser Studie im Zusammenhang stehenden Griinden
euthanasiert.

Pferd 19: wies vor der Therapie fiinf Sarkoide am Préputium und im
Inguinalbereich auf (siche Abbildung [4.7). Die Wundheilung wur-
de als zufriedenstellend eingeschétzt. Ein halbes Jahr post opera-
tionem trat ein 2 c¢m grofes Rezidiv im Innenschenkelbereich an
gleicher Lokalisation wie bei dem ersten Auftreten auf. Da kein
weiteres Wachstum stattfand, wurde eine erneute Behandlung des
Tieres von den Besitzern abgelehnt.
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Patienten mit Rezidiven grofierer Ausdehnung

Pferd 16: wies vor der Behandlung 6 flichige, im Durchmesser 5-10 cm
grofse Sarkoide an der seitlichen Brustwand auf. Die Wundheilung
verlief ohne Komplikationen. 6 Monate post operationem kam es
zur Ausbildung zweier ebenso flichiger Sarkoide an der seitlichen
Brustwand, die etwa dem Zustand vor der Behandlung entsprachen.
Eine Nachbehandlung des Pferdes wurde von den Besitzern nicht
gewiinscht.

Pferd 18: hatte vor der ersten Behandlung acht 5-7 cm grofe, groftfla-
chig ulzerierte Sarkoide in der Gurtlage und an der Innenseite der
Ohrmuschel (siche Abbildung[.6). Es kam im Folgenden zu gering-
gradigen Wundheilungsstorungen in Form einer Hypergranulation.
Ein Jahr post operationem trat an gleicher Stelle an der Ohrmu-
schel ein 5 c¢m grofses Rezidiv auf, welches nach dem genannten
Schema wiederholt behandelt wurde. Seitdem ist das Tier frei von
Rezidiven.

Pferd 20: wies vor der Behandlung 35, zum Teil hochgradig ulzerierte,
Sarkoide an dem Kopf, der Vorderbrust, der Achsel, im Inguinal-
bereich und am Innenschenkel auf. Im Heilungsverlauf traten mit-
telgradige Wundheilungsstorungen in Form von Hypergranulation,
einhergehend mit gesteigerter Sekretion und Krustenbildung, auf. 6
Monate post operationem kam es zu einer massiven Rezidivierung
an allen genannten Lokalisationen, die die Anzahl der urspriinglich
behandelten Sarkoide iiberstieg. Eine wiederholte Behandlung des
Tieres wurde von den Besitzern abgelehnt.
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Ubersicht iiber den Therapie- und Heilungsverlauf

Nr. | Zahl Lokalisation Wundheilung | Rezidive nach Beobachtungs- | Nach-
der der Sarkoide bis 5 Wochen | Entlassung zeitraum behandlung
Sar- post op (Monate)
koide
1 4 Priaputium 0.b.B. keine 71 keine
2 2 Kopf 0.b.B. keine 60 keine
3 4 Vorderbrust, 0.b.B. 2 kleine Rezidive 60 nicht erwiinscht
Inguinalbereich an der Vorderbrust,
2 Jahre post op
4 2 Achsel geringgradige keine 60 keine
Wundheilungs-
stérung
5 89 Kopf, geringgradige keine 49 keine
Vorderbrust, Wundheilungs-
Gurtlage, stérung
Achsel,
Inguinalbereich
6 10 Ohr, geringgradige keine 39 keine
Euter, Wundheilungs-
Innenschenkel stérung
7 23 Achsel, mittelgradige 2 kleine Sarkoide 37 nicht notwendig,
Inguinalbereich Wundheilungs- in der Achsel, da Riickbildung
stérung 4 Monate post op
8 3 Gurtlage, 0.b.B. 1 kleines Sarkoid 38 nicht erwiinscht
medial an Knie medial am Knie,
1 Jahr post op
9 5 Gurtlage, 0.b.B. keine 36 keine
Euter
10 4 Gurtlage, 0.b.B. 2 kleine Sarkoide 28 Pferd wurde
in der Gurtlage, euthanasiert
4 Monate post op
11 6 Gurtlage, geringgradige keine 40 keine
Achsel Wundheilungs-
storung

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Nr. | Zahl Lokalisation Wundheilung | Rezidive nach Beobachtungs- | Nach-
der der Sarkoide bis 5 Wochen | Entlassung zeitraum behandlung
Sar- post op (Monate)
koide
12 52 Vorderbrust, 0.b.B. keine 36 keine
Gurtlage,
Praputium
13 6 Vorderbrust, 0.b.B. keine 38 keine
Gurtlage
14 6 Vorderbrust, 0.b.B. keine 30 keine
Gurtlage
15 10 Ohr, 0.b.B. keine 26 keine
Vorderbrust,
Gurtlage, Euter
16 6 seitliche 0.b.B. 2 flachige Sarkoide 28 nicht erwiinscht
Brustwand an seitlicher
Brustwand,
6 Monate post op
17 5 Euter 0.b.B. keine 60 keine
18 8 Ohr, geringgradige 1 Sarkoid am Ohr, 36 Wiederholungs-
Gurtlage Wundheilungs- 12 Monate post op impfung, seit-
storung dem sarkoidfrei
19 5 Priputium, 0.b.B. 1 kleines Sarkoid 28 nicht erwiinscht
Inguinalbereich am Innenschenkel,
6 Monate post op
20 35 Kopf, Achsel mittelgradige massive Rezidi- 60 nicht erwiinscht
Vorderbrust, Wundheilungs- vierung, an allen
Inguinalbereich, storung Lokalisationen,
Innenschenkel, 6 Monate post op
21 6 Vorderbrust, 0.b.B. keine 25 keine

distale Gliedmafe

Tabelle 4.2:

Uberblick iiber den Therapie- und Heilungsverlauf wiahrend des Beobachtungszeit-
raumes bis Juni 2006. Die hier genannte Anzahl equiner Sarkoide entspricht bei allen
Pferden auch der Anzahl der chirurgisch entfernten Sarkoide, als Zeitraum ist der
Beobachtungszeitraum zu verstehen (jeweils die Zeit seit der Entlassung aus der
Tierklinik bis Juni 2006, bzw. bis zum Datum der Euthanasie), Nr. - Patient, 0.b.B.
- ohne besonderen Befund, post op - post operationem.
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Zusammentfassend kann gesagt werden, dass bei 13 der 21 behan-
delten Pferde im Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nach der
Behandlung keine Rezidive aufgetreten sind. Fiinf Pferde (Pferde 3,
7, 8, 10 und 19) entwickelten nach der Behandlung Rezidive in Form
von kleinen, weniger als 5 cm groken Sarkoiden. Bei Pferd 7 bildeten
sich die 2 neu aufgetretenen Sarkoide ohne Behandlung zuriick. Bei
den Pferden 3, 8 und 19 traten nach der Behandlung jeweils ein kleines
Rezidiv, welche auf Wunsch der Besitzer nicht erneut behandelt werden
sollten. Pferd 10 zeigte nach der Behandlung 2 Rezidive, wurde jedoch
nach Abschluss der Behandlung aus anderen, nicht mit dieser Studie
im Zusammenhang stehenden Griinden euthanasiert. 3 Pferde (Pferde
16,18 und 20) entwickelten Rezidive, die in ihrem Ausmaff grofer
als 5 cm waren. Pferd 16 entwickelte nach der Therapie 2 Rezidive
mit flichiger Ausbreitung, die auf Wunsch der Besitzer jedoch nicht
behandelt werden sollten. Bei dem Pferd 18 trat nach der Therapie
an einer Stelle ein Rezidiv auf, welches wiederholt nach dem gleichen
Schema, chirurgisch entfernt und durch zweimalige Vakzinierung behan-
delt wurde. Seitdem ist dieses Pferd sarkoidfrei. Das Pferd 20 zeigte
keine Verbesserung der Situation, denn nach der Behandlung trat eine
massive Rezidivierung auf. Das Pferd sollte jedoch, auf Wunsch der
Besitzer, nicht erneut behandelt werden.

4.3 Beispiele der behandelten Patienten

In diesem Abschnitt wird ein Teil der Fotodokumentation dieser Studie
préasentiert. Die wichtigsten Informationen der exemplarisch dargestell-
ten Fille sind den jeweiligen Bildunterschriften zu entnehmen.
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Abbildung 4.3: Patient Nr. 5 wies vor der Behandlung 89 Sarkoide im Bereich des Kopfes, der
Achsel, der Gurtlage und des Inguinalbereiches auf. A) fibroblastische Sarkoi-
de im Kopfbereich, B) fibroblastische Sarkoide (Pfeile) in der Achsel und der
Gurtlage, C) fibroblastische Sarkoide im Inguinalbereich. Postoperativ traten
geringgradige Wundheilungsstérungen auf, die infolge einer intensiven Wundpfle-
ge vollstdndig abheilten. Das Pferd ist seit der Behandlung frei von Sarkoiden.

- A :

Abbildung 4.4: Patient Nr. 7 wies vor der Behandlung 23 Sarkoide in der Achsel und im Inguinal-
bereich auf. A) fibroblastische Sarkoide im Achselbereich von vorn, B) Fibro-
plastisches Sarkoid an der Vorderbrust intraoperativ, das Nahtmaterial von vor-
hergehenden Abbinde - Versuchen ist noch sichtbar (Pfeile), C) Zustand intra-
operativ nach Entfernung des 1400g schweren Tumors. Postoperativ entwickelte
das Tier besonders im Bereich der Achsel mittelgradige Wundheilungsstérungen.
6 Monate nach der Entlassung traten 2 kleine Rezidive in der Achsel auf, die
spontan regredierten.

Abbildung 4.5: Patient Nr. 14 wies vor der Behandlung 6 Sarkoide an der Vorderbrust und der
Gurtlage auf. A ) Stehendes Pferd, zum Zeitpunkt der Vorstellung: fibroblastisch-
verrukoses Sarkoid an der Gurtlage, B) Zustand des gleichen Sarkoides mit Kru-
sten und starker Verschmutzung, prioperativ C) Zustand des gleichen Sarkoids
intraoperativ. Postoperativ verlief die Wundheilung aller Operationswunden oh-
ne Komplikationen. Das Tier ist seit der Behandlung frei von Sarkoiden.
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Abbildung 4.6: Patient Nr. 18 wies vor der Behandlung 8 Sarkoide am Ohr und in der Gurt-
lage auf. A) Fibroblastisch-verrukoses Sarkoid am Ohr bei der Erstvorstel-
lung, postoperativ wies das Tier geringgradige Wundheilungsstérungen auf. B)
Fibroblastisch-verrukéses Sarkoid am Ohr 12 Monate nach der Operation. C)
Zustand 5 Wochen nach erfolgter Operation des Rezidives, zum Zeitpunkt der 2.
Wiederholungsimpfung. Anschliefend zeigte sich das Pferd sarkoidfrei.

Abbildung 4.7: Patient Nr. 19. A ) Der Patient wies vor der Behandlung 5 Sarkoide am Penis, am
Praputium und im Inguinalbereich auf. B) Das Pferd entwickelte etwa 6 Monate
nach der Operation ein kleines Rezidiv am Penis (Pfeil). Eine Nachbehandlung
wurde von den Besitzern nicht erwiinscht.
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Kapitel 5

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Therapie
equiner Sarkoide bei Pferden unter Verwendung autologer dendritischer
Zellen im Sinne einer exploratorischen Studie durchgefiihrt. Es sollte
die Sicherheit und Wirksamkeit einer solchen Behandlung bei equinen
Sarkoiden untersucht und insbesondere gezeigt werden, ob es zu aufer-
gewohnlichen Reaktionen im Sinne von Nebenwirkungen oder zu einer
Verschlechterung des klinischen Verlaufs kommt.

Die Bedeutung einer wirksamen Therapie equiner Sarkoide ist darin
zu sehen, dass diese Tumorart nicht nur ein kosmetisches Problem
darstellt, sondern eine Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der
Tiere auftreten kann und eine Nutzungseinschrankung des betroffe-
nen Pferdes aufgrund der Tumorlokalisation und Tumorausdehnung
moglich ist. Equine Sarkoide zdhlen zu den héaufigsten Tumoren bei
Pferden und werden als semimaligne, lokal invasive Tumore eingestuft
(Lepage et al., [1998)). Bereits 1936 erkannte Jackson die Notwendigkeit
der Differenzierung von anderen Tumorarten und pragte den Begriff
Equines Sarkoid (Jackson| 1936). Heute gilt sowohl eine infektitse
Genese durch bovine Papillomviren (BPV), als auch die Notwendigkeit
des Vorhandenseins notwendiger Kofaktoren, als gesichert (Amtmann
et al., [1980; Trennfield et al., [1985; Chambers et al., 2003; Johne et al.,
2004). Von der Vielzahl der existierenden Behandlungsmethoden ist
keine als universell einsetzbar anzusehen. Equine Sarkoide neigen zur
Rezidivierung und zeigen kaum spontane Regressionen.

Auf der Basis der Erkenntnisse der Tumortherapie beim Menschen
mittels dendritischen Zellen (DC) (Mackensen et al., 2000; |Gitlitz et al.|
2003; |Goldszmid et al.| 2003; [Yamanaka et al.| 2005) wurde in dieser

73



74 KAPITEL 5. DISKUSSION

Arbeit eine autologe Vakzine zur Therapie von equinen Sarkoiden
untersucht. Aus dem peripheren Blut von mit equinen Sarkoiden
betroffenen Pferden wurden dafiir Monozyten isoliert und unter Zusatz
der Zytokine IL-4 und GM-CSF dendritische Zellen hergestellt. Unter
Zugabe autologen Tumorantigens konnte eine Vakzine angefertigt
werden, die anschlieffend dem jeweiligen Pferd injiziert wurde.

In diesem Kapitel wird zunéchst kurz auf die Ergebnisse der Cha-
rakterisierung der Patienten und der Vakzineherstellung eingegangen.
Anschliefsend folgen Betrachtungen zum Ergebnis der Studie - zur
Sicherheit und Wirksamkeit der applizierten Vakzine. Des Weiteren
erfolgt eine Bewertung des klinischen Verlaufs der Therapie. Am
Ende werden einige Schlussbemerkungen zu moglichen kombinierten
Verfahren zur Behandlung equiner Sarkoide sowie zu dem Anwen-
dungspotential der im Rahmen der Studie untersuchten DC-basierten
Tumortherapie gegeben.

Fiir die Durchfiihrung dieser Studie standen 21 an equinen Sarkoiden
erkrankte Pferde zur Verfiigung, welche in der Tierklinik des For-
schungszentrums fiir Medizintechnik und Biotechnologie (fzmb GmbH)
in Bad Langensalza vorgestellt wurden. Die unterschiedliche Art der
Vorbehandlung, der unterschiedliche Zeitraum seit dem Auftreten
der equinen Sarkoide bis zur Vorstellung in der Tierklinik sowie die
inhomogene Anzahl und Lokalisation der Sarkoide ist in der Bewer-
tung der Vergleichbarkeit dieser Studie zu beachten und aufgrund der
geringen Anzahl der Tiere als nicht repréisentativ fiir die Gesamtheit
der Pferdepopulation anzusehen. Aus diesen Griinden wird auf eine
statistische Analyse verzichtet.

Bei den in dieser Studie behandelten von equinen Sarkoiden betrof-
fenen Pferden handelte es sich ausschlieflich um sonst klinisch gesunde
und bereits vom jeweiligen Haustierarzt vorbehandelte Tiere (siehe
Tabelle [3.1)). Allerdings stellten nur die wenigsten Vorbehandlungen
addquate oder anerkannte Therapieformen dar. Die Vorbehandlungen
erfolgten sehr verschieden und bewirkten weder eine Riickbildung der
vorhandenen Tumore, noch verhinderten sie die Entstehung neuer
Sarkoide. Der Zeitpunkt des Auftretens erster Sarkoide bei den Pferden
schwankte zwischen einem und 13 Lebensjahren. Im Durchschnitt wur-
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den die Sarkoide in einem Alter von 5,7 Jahren erstmals diagnostiziert,
was den Angaben von Strafuss et al. entspricht (Strafuss et al., [1973).
Ein Patient (Pferd 5) war zur Zeit der Erstdiagnose ein Jahr alt. Uber
einen solch frithen Zeitpunkt der ersten Feststellung equiner Sarkoide
berichteten auch Marti und Kollegen in ihrer Studie (Marti et al.
1993). Der Zeitraum seit dem ersten Auftreten der Sarkoide bis zur
Vorstellung variierte zwischen einem halben Jahr und drei Jahren und
lag durchschnittlich bei etwa 16 Monaten. Das multiple Auftreten und
die Lokalisation der equinen Sarkoide vor allem im Inguinalbereich,
entspricht den Angaben der Literatur (Marti et al., 1993 Torrontegui
und Reid, 1994)). So schwankte die Zahl der Sarkoide pro Pferd in der
untersuchten Gruppe zwischen 2 und 89 Sarkoiden, die insbesondere
im Inguinalbereich, an der Gurtlage und an der Vorderbrust vorkamen.
Weitere haufig betroffene Lokalisationen waren der Kopf und die Ach-
sel. Entgegen einiger Angaben in der Literatur, in denen eine Haufung
equiner Sarkoide bei ménnlichen Tieren sowie bei Quarter Horses
genannt wird (Angelos et al| [1988; [Mohammed et al., 1992)), kamen
in dieser Studie Wallache und Stuten verschiedener Rasse und Farbe vor.

Die Diagnose zum Vorliegen equiner Sarkoide wurde durch eine hi-
stopathologische Untersuchung der Tumore im veterindrmedizinischen
Labor Dr. Weber, Bad Salzungen, bei 16 Pferden durchgetiihrt und be-
stitigt. Bei einigen Patienten (Pferde 1, 2, 3, 6 und 17) lag jedoch sehr
wenig Tumormaterial vor, so dass sich in diesen Fillen auf eine rein
klinische Diagnosestellung gestiitzt wurde. Da nicht die vollstindigen
Tumoren zur histopathologischen Diagnostik verwendet wurden, konnte
die Beurteilung tiber eine vollstdndige Entfernung des Tumormaterials
nicht erfolgen. Dies ist bei multiplen Tumoren auch unter wirtschaftli-
chen Aspekten nicht praktikabel, wire jedoch fiir eine wissenschaftliche
Auswertung sehr sinnvoll. Bei der chirurgischen Exzision der Sarkoide
wurde jedoch stets angestrebt, den Tumor vollstdndig zu entfernen. 8
der untersuchten Proben wurden als fibroblastisches Sarkoid und jeweils
4 als fibroblastisch-gemischtes und fibroblastisch-verrukdses Sarkoid dia-
gnostiziert. Weitere Sarkoidtypen, wie das okkulte Sarkoid, die nodulére
Form, der reine verrukose Typ oder die malevolente Auspriagung kamen
bei dem untersuchten Tumormaterial nicht vor.

Hierzu ist jedoch zu bedenken, dass nicht alle der multiplen Tumore
der Patienten histopathologisch untersucht werden konnten, so dass
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ein sicherer Ausschluss dieser Tumorformen nicht erfolgen kann. Als
gemeinsames Merkmal des untersuchten Tumormaterials wurde die
wirbelformige Anordnung der massiv gebildeten Fibroblasten (“he-
ringbone pattern) diagnostiziert, was die Angaben in der Literatur
bestatigt (Tarwid et al. [1985). Weitere, in der Literatur beschrie-
bene Charakteristika, wie tief in das Gewebe ziehende Reteleisten,
auftretende Hyperkeratose bzw. das Vorkommen einer oberflichlicher
Erosion oder einer Ulzeration konnte nicht in allen untersuchten Proben
nachgewiesen werden. Darin konnte ein Hinweis auf die Variabilitit
des Erscheinungsbildes sowie der Ausprigung equiner Sarkoide gesehen
werden.

An dieser Stelle sei betont, dass mogliche Aussagen beziiglich der hier
dargestellten Methode nicht auf alle Sarkoidtypen iibertragbar sind, da
es sich bei dem untersuchten Tumormaterial nachweislich nur um fibro-
blastische oder fibroblastisch-gemischte Typen handelte. Eine histopa-
thologische Untersuchung sollte fiir nachfolgende Studien als wesentli-
cher Bestandteil der Diagnostik und Behandlung equiner Sarkoide nach
Moglichkeit noch konsequenter realisiert werden, um beispielsweise eine
genauere Prognose treffen zu konnen. Zusétzlich ist moglichst die histo-
pathologische Analyse der Tumorrénder einzubeziehen, um die Vollstan-
digkeit der Tumorentfernung einzuschitzen. Mogliche Riickschliisse auf
die Ursachen von Rezidivierungen konnte auch eine PCR-Analyse der
Tumorrander zum Nachweis vorhandener BPV-RNA geben.

Auf der Grundlage publizierter Studien aus der Humanmedizin wur-
den aus dem Blut der Patienten iiber Zentrifugation und Auftrennung
mit Biocoll-Trennlésung periphere Blutmonozyten gewonnen (Porcelli
et all [1992; Steinman|, 1991} Steinbach et al., 1995 Peters et al., [1996;
Banchereau und Steinman), 1998; [Hammond et al., 1999; Rice et al.,
2004). Um eine Differenzierung zu dendritischen Zellen zu erreichen,
wurden die isolierten monozytiaren Zellen mit humanem GM-CSF und
equinem IL-4 stimuliert und iiber die Dauer von sechs Tagen bei 37°C
kultiviert. Am 6. Tag erfolgte eine lichtmikroskopische Beurteilung der
stimulierten Zellen. Visuell konnte bei allen untersuchten Zellkulturen
das typische Erscheinungsbild dendritischer Zellen in Form adhérenter
unregelméafig geformter Zellen mit Fortsidtzen diagnostiziert werden. Im
Anschluss wurde das Tumormaterial hinzugefiigt und die Zellkultur fiir
weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Am 7. Tag erfolgte nach wieder-
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holter mikroskopischer Betrachtung der Zellkultur die Ernte der zu DC
differenzierten Zellen. Kritisch ist zu betrachten, dass es sich bei der Ein-
schatzung der Zellkultur lediglich um eine rein visuelle mikroskopische
Betrachtung und Zellzihlung handelte. Weitere Verfahren zur Uberprii-
fung der Zellreifung, beispielsweise dem Nachweis vorhandener Oberfla-
chenantigene oder der Stimulationstdhigkeit gegeniiber T-Lymphozyten,
wurden im Rahmen dieser rein klinischen Arbeit nicht angewendet, soll-
ten aber nach Moglichkeit in zukiinftigen Studien beriicksichtigt werden,
um eindeutige Aussagen iiber die Wirksambkeit treffen zu konnen. Es war
jedoch schon zu Beginn der Studie bekannt, dass humanes GM-CSF auf
equine Zellen wirkt und sich auf diese Weise funktionelle DC herstellen
lassen (Mauel, 2002)). Fiir weitere therapeutische Ansétze sollte daher,

wie dort dargelegt, autologes equines GM-CSF verwendet werden (Mau-
el, 2002)).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Vakzineherstellung stets ein
im Durchmesser maximal 2 c¢m grofses Stiick des Sarkoidmaterials
jedes Patienten zerkleinert und aufgearbeitet. Es ist davon auszugehen,
dass es sich hierbei jeweils um eine heterogene Zellpopulation handelt.
Die in der Literatur erwahnten moglichen Autoimmunreaktionen nach
Applikation der Vakzine (Ludewig et al., 2000]), konnten bei den un-
tersuchten Patienten klinisch nicht beobachtet werden, selbst nicht im
Falle einer wiederholten Applikation. Es wurden allerdings auch keine
speziellen Laboruntersuchungen dazu durchgefiihrt. Zudem wurde die
Vakzine keiner weitergehenden Qualitatspriifung unterzogen. Dies sollte
in weiteren Studien erfolgen.

Bei den 21 hier vorgestellten Patienten traten im direkten Zusam-
menhang mit der Applikation der Vakzine keine schweren lokalen oder
systemischen Nebenwirkungen auf. Auch bei wiederholter Injektion
konnten bei keinem der 21 Pferde Nebenwirkungen im Zusammenhang
mit der Vakzinierung festgestellt werden. Selbst das Pferd 18, das auf-
grund einer Rezidivierung nach 12 Monaten nach der Entlassung erneut
eine Therapie nach gleichem Schema erhielt, zeigte keinerlei Neben-
wirkungen. In der Literatur genannte Nebenwirkungen im Rahmen der
Therapie equiner Sarkoide, treten insbesondere nach der wiederholten
Injektion von BCG auf (Murphy et al., |1979). Es wurden zum Teil
schwerwiegende systemische Nebenwirkungen, wie zum Beispiel allergi-
sche Reaktionen, nach der wiederholten BCG-Applikation beobachtet,



78 KAPITEL 5. DISKUSSION

weshalb eine Pramedikation mit steroidalen und nichtsteroidalen Anti-
phlogistika empfohlen wird (Vanselow et al. 1988 Lavach et al., [1985).
Die Verabreichung der genannten Medikamente inhibiert jedoch das Im-
munsystem und ist daher bei immunologischen Therapien, einschliefslich
der BCG-Vakzine, als kontraindiziert anzusehen. In der Literatur sind
Nebenwirkungen einer auf dendritischen Zellen basierenden Vakzine
selten beschrieben. In humanmedizinischen Phase-I-Studien, in denen
Vakzine, bestehend aus Peptid-gepulsten DC, appliziert wurden, traten
nur milde Nebenwirkungen in Form von leichtem Fieber, Miidigkeit,
Lymphknotenschwellungen oder Erythemen an den Injektionsstellen auf
(Mackensen et al., [2000; Liau et al.,2005)). Nach den Beobachtungen an
den 21 Pferden dieser Studie ist die hier angewendete Form der Vakzine
als sicher anzusehen und mit keiner schweren Nebenwirkung verbunden.

Wie bereits genannt, verfiigen Tumore iiber Escape-Mechanismen,
um sich vor einer Immunantwort zu schiitzen (Kiertscher et al., 2000
Lipscomb und Masten, 2002), weshalb einige Autoren empfehlen, die
vorhandene Tumorlast vor Beginn der Immuntherapie zu reduzieren
(Danna et al) 2004; Qiu et al.) 2006). Ein entsprechender Ansatz
wurde auch in dieser Studie mittels chirurgischer Entfernung gewéhlt
und scheint empfehlenswert. Aussagen iiber mogliche Reaktionen nach
Injektion der Vakzine ohne vorherige Tumorexzision konnen somit
allerdings nicht getroffen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Vakzine intrakutan, an allen
Lokalisationen injiziert, an denen equine Sarkoide chirurgisch entfernt
wurden, was eine Migration der DC in die regiondren Lymphknoten
zur Folge haben sollte. Diese Injektionsmethode ist allgemein von
weniger Komplikationen begleitet, als die intravenose Injektion, welche
aus forensischen Griinden nur durchgefiihrt werden sollte, wenn keine
einfachere Applikationsart angewendet werden kann (Eickmeier| [1981)).
Die intrakutane Injektion ist einfach durchzufiihren und stellt auch fiir
den Anwender, verglichen mit den erforderlichen Sicherheitsmafnahmen
zum Beispiel bei einer Radiotherapie, keine besondere Gefahr dar. Da
die Tiere post operativ an den Operationswunden oft eine erhohte
Sensibilitdt aufweisen, ist jedoch eine Sedierung des Patienten fiir die
intrakutanen Injektionen zu empfehlen.
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Entsprechend den Angaben in der Literatur, in denen eine beschleu-
nigte und verstarkte Immunantwort, bedingt durch das immunologische
Gedéachtnis infolge wiederholter Applikation dendritischer Zellen be-
schrieben wird (Jungi, 2000; Lipscomb und Masten, 2002), erfolgte in
dieser Studie eine zweimalige Vakzinierung. Ziel war es, auf diese Weise
eine Verstirkung bzw. eine Verlingerung der Wirksamkeit gegen equine
Sarkoide zu erreichen. In dieser Studie wurde ein zeitlicher Abstand von
4 Wochen zwischen den beiden Vakzinierungen gewahlt, der bei allen
Patienten eingehalten wurde. Beruhend auf allgemeinen Schemata zur
Immunisierung, sollte somit eine maximal mogliche T-Zell-Aktivitéit
erreicht werden. Allerdings konnte in einer Studie an Mausen nachge-
wiesen werden, dass es Unterschiede in der durch den Einsatz von DC
erreichten T-Zell-Aktivitdt gibt. Bei einer wochentlichen subkutanen
Applikation kam es nach 6 Wochen bereits zu einer Reduktion der
anfinglich erhohten T-Zell-Aktivitdt. Wurden die Vakzine alle 3 Wo-
chen verabreicht, konnten sie diese Reduktion nicht beobachten (Serody
et al| 2000). Man konnte daher in folgenden Studien auch untersuchen,
ob ein kiirzerer zeitlicher Abstand zwischen den Vakzinierungen zu
einer hoheren Wirksamkeit fiithrt, ohne die Sicherheit der Methode zu
beeintrachtigen.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine erste klinische
Studie zum Nachweis von Sicherheit und Wirksamkeit der angewandten
Therapie, die ausschlieflich an erkrankten Patienten durchgefiihrt wur-
de. Daher liegt keine Kontrollgruppe vor, in der die Vakzine nur einmalig
oder mehr als zwei Mal appliziert wurde. Es bleibt zukiinftigen Studien
vorbehalten, Untersuchungen beziiglich der T-Zell-Aktivitéit, speziell
zum Vorhandensein zytotoxischer T-Zellen und tumorspezifischer CD4-
und CDB8-T-Zellen durchzufiihren, wofiir ein weiter gereinigtes, z.B.
rekombinantes Antigen notwendig ware. Damit ware mittels molekular-
biologischer Analyse des immunologischen Gedéachtnisses eine genaue
Beurteilung der Notwendigkeit einer wiederholten Injektion der Vakzine
moglich.

Aus Angaben in der Literatur geht hervor, dass die Rezidivrate
mit zunehmender Anzahl der Sarkoide steigt (Brandt et al., [1996))
und zudem eine deutlich erhohte Neigung zur erneuten Rezidivierung
nach einem bereits erfolgten Therapieversuch besteht (Carstanjen
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und Lepage, 1998; Knottenbelt, 2003)). Entsprechend konnte fiir alle
Patienten dieser Studie nur eine ungiinstige Prognose gestellt werden,
da entweder konservativ oder chirurgisch bereits eine oder mehrere
Vorbehandlungen fehlschlugen. In dieser Studie wurden ausschlieklich
vorbehandelte Pferde einbezogen, deren Art der Vorbehandlung jedoch
stark variierte. Daher ist zu beachten, dass die hier préisentierte Pati-
entengruppe beziiglich der Beurteilung der Wirksamkeit der Vakzine
keine ideale reprisentative Gruppe darstellt. Bei 15 Patienten handelte
es sich ausschlieklich um eine Vorbehandlung durch Abbinden. Bei vier
Pferden wurde zusétzlich und bei zwei weiteren Pferden ausschlieflich
eine chirurgische Entfernung der Sarkoide durchgefiihrt. Neben der zum
Teil fragwiirdigen lokalen Applikation von salzhaltiger Zahncreme und
Spinnengift, wurden aulerdem homoopathische Medikamente sowie eine
Vakzine, bestehend aus Tumorlysat angewendet. In allen Féllen folgte
auf die Therapieversuche eine Ausbildung von Rezidiven. Somit stellen
nur die sechs auch chirurgisch vorbehandelten Pferde einen plausiblen
Therapieansatz dar.

Neben Rezidiven infolge einer chirurgischen Entfernung der Tumore
konnen auch Komplikationen in der Wundheilung nach Knottenbelt
héufig zu erneutem Tumorwachstum fithren (Knottenbelt, 2003). Da
von den Tierbesitzern zu der chirurgischen Vorbehandlung keine wis-
senschaftlich verwertbaren Angaben gemacht wurden, kénnen mdogliche
Zusammenhange mit der Rezidivierung in diesen Féllen nicht geklart
werden. Der Erfolg der Applikation von Vakzinen, bestehend aus
Tumorlysat, wird in der Literatur verschieden eingeschitzt. Neben
positiven Ergebnisse nach ein- oder mehrmaliger Implantation von
Tumorgewebe bzw. Injektion von Tumorlysat-Vakzinen (Roberts, 1970
Vanselow et al., 1988; Tallberg et al., 1994; Carstanjen und Lepage,
1998), berichteten Knottenbelt und Walker (Knottenbelt und Wal-
ker, 1995) dagegen iiber eher negative Resultate. Sie konnten eine
Verschlimmerung des Zustandes bereits bestehender Sarkoide, sowie
eine Zunahme der Anzahl der Tumore, nach Applikation autologen
Tumormaterials beobachten. Bei den Pferden 7 und 18 wurde unter
anderem jeweils eine Tumorlysatvakzine appliziert. Uber die Art der
Vakzine und deren Herstellung liegen jedoch keine wissenschaftlich
verwertbaren Angaben vor, so dass fundierte Riickschliisse auf die
Rezidivierung auch an dieser Stelle nicht mdoglich sind.



81

Von den hier préasentierten 21 Patienten waren 13 Pferde seit
Abschluss der Therapie bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes
rezidivirei und acht Pferde entwickelten nach der in dieser Studie
angewendeten Therapie Rezidive. Vier dieser Pferde (Nr. 8, 10, 16 und
19) wurden ausschlieflich durch Abbinden der Sarkoide vorbehandelt.
Die anderen vier Patienten (Nr. 3, 7, 18 und 20) stellen hingegen echte,
therapieresistente Félle dar, da sie neben dem Abbinden der Tumore
unter anderem auch chirurgisch vorbehandelt wurden. Zwei dieser
Pferde (Nr. 7 und 18) wurden zusétzlich jeweils mit einer Tumorlysat-
vakzine vorbehandelt. Bei Pferd 3 wurden auferdem Spinnengift und
Homdopathika appliziert. Bei Pferd 18 wurde zudem eine Kryochirurgie
durchgefiihrt.

Von den sechs Pferden mit kleinen Rezidiven (Nr. 3, 7, 8, 10, 18 und
19) sollten 3 auf Wunsch der Besitzer nicht wiederholt behandelt wer-
den (Nr. 3, 8 und 19). Die Rezidive bei Pferd 7 bildeten sich nach zwei
Monaten nach ihrem Auftreten ohne weitere Behandlung zuriick. Pferd
10 wurde nach Abschluss der Behandlung aus anderen nicht mit dieser
Studie im Zusammenhang stehenden, Griinden euthanasiert. Pferd 18
ist nach wiederholter Behandlung nach dem gleichen Schema frei von
Rezidiven. Bei zwei Pferden (Nr. 16 und 20) fand eine massive Rezidi-
vierung statt. Bei beiden Pferden wurde eine erneute Behandlung durch
die Besitzer abgelehnt.

Die Frage, ob eine wiederholte Therapie nach gleichem Schema bei
den acht Pferden mit Rezidiven zum Therapieerfolg gefiihrt héatte, ist
nicht zu beantworten. Die negativen Resultate bei den beiden Pferden
mit massiver Rezidivierung (Nr. 16 und 20) legen fiir solche Félle nahe,
bei erneutem Therapieversuch weitere eingehende Untersuchungen zum
Vorhandensein eines intakten Immunstatus und einer T-Zell-Aktivitét
vorzunehmen.

In die Bewertung der Wirksamkeit der Vakzine wurde neben der Art
der Vorbehandlung auch die Tumorlokalisation sowie die Anzahl der
Tumore pro Pferd einbezogen. So wurde festgestellt, dass in der unter-
suchten Patientengruppe eine stark schwankende Anzahl der Sarkoide
sowie verschiedene Lokalisation der Tumore vorlag. Die Anzahl der
Sarkoide pro Pferd lag zwischen 2 und 89 Sarkoiden. Brandt beschrieb,
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dass bei Vorkommen einer groferen Anzahl von Sarkoiden an einem
Patienten eine erhohte Rezidivrate erwartet werden kann (Brandt et al.|
1996)). Bei den hier untersuchten Patienten konnte dieser Zusammen-
hang nicht festgestellt werden. Rezidive traten sowohl bei Patienten mit
geringer Anzahl (6 Tiere mit jeweils 3 bis 8 Sarkoiden), als auch mit
groker Anzahl (2 Tiere mit jeweils 23 und 35 Sarkoiden) auf. Zudem
sind 4 Pferde mit jeweils 10, 20 oder 89 Sarkoiden seit der Behandlung
frei von Rezidiven. Eine Korrelation zwischen Wirksamkeit und dem
Alter der behandelten Pferde konnte in dieser Arbeit ebenfalls nicht
festgestellt werden. So waren sowohl junge als auch &ltere Tiere nach
der Behandlung sarkoidfrei, beziehungsweise von Rezidiven betroffen.

Da in dieser Studie nur Pferde mit fibroblastischen, beziehungsweise
fibroblastisch-gemischten Sarkoiden behandelt wurden, ist eine Aussage
tiber die Wirksamkeit bei anderen Tumorformen an dieser Stelle nicht
moglich. Bei den Pferden, die Rezidive aufwiesen, handelte es sich bei
den entfernten Tumoren in vier Féllen um fibroblastische und in drei
Fillen um fibroblastisch-gemischte Sarkoide. Eine Einschitzung iiber
einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Tumortyp und dem The-
rapieerfolg ist aufgrund der geringen Anzahl der Patienten nicht moglich.

Abschliefend kann festgestellt werden, dass die Therapie equiner
Sarkoide mittels dendritischer Zellen eine einfach zu applizierende Vak-
zine ist. Dariliber hinaus lassen sich dendritische Zellen nach dem hier
beschriebenen Protokoll leicht gewinnen. Die Vakzine hat ihre gute Ver-
traglichkeit fiir den Patienten in dieser Studie bewiesen. In dieser Studie
traten im Zusammenhang mit der Applikation der Vakzine keine uner-
wiinschten schweren Nebenwirkungen auf. Der im Rahmen dieser Studie
erreichte Therapieerfolg liegt tiber den bisherigen Erfahrungswerten am
fzmb GmbH bei alleiniger chirurgischer Entfernung equiner Sarkoide
sowie iiber den entsprechenden Angaben in der Literatur (Ragland
et al., [1970; Diehl et al.; [1988). Es konnte kein Zusammenhang zwischen
der Wirksamkeit der angewendeten Vakzine und der Vorbehandlung,
dem Alter der Tiere, der Anzahl der vorhandenen Sarkoide und son-
stigen Faktoren gefunden werden. Es ist jedoch zu vermuten, dass die
hier vorgestellte Therapie bei nicht bereits vorbehandelten Pferden zu
einer, gegeniiber dieser Studie, noch hoheren Heilungsrate fiihren wiirde.
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Die im Rahmen dieser Studie angewendete Kombinationstherapie
aus chirurgischer Entfernung der Sarkoide und anschlieflender Immun-
therapie mittels DC ist demnach ein effektives Therapieverfahren zur
Behandlung equiner Sarkoide.

Neben dem Einsatz DC-basierter Therapie equiner Sarkoide, allein
oder in Kombination - zum Beispiel mit IL-2, sollten zusammentassend
folgende fiir sinnvoll erachtete kombinierte Behandlungsmethoden
erwahnt werden. Die Erkenntnisse aus der Literatur sowie aus der
Erfahrung in der Behandlung equiner Sarkoide bei Pferden am For-
schungszentrum fiir Medizin und Biotechnologie GmbH haben gezeigt,
dass eine Therapie bestehend aus verschiedenen kombinierten Metho-
den gute Heilungsergebnisse erbringen kann. Die primére Reduktion
der Tumorlast durch chirurgische Entfernung des Tumors, mittels
Skalpell, Elektrotomie oder Laser, in Kombination mit anschliefenden
Verfahren steht hierbei an erster Stelle. Als anschliefende Verfahren
kommen sowohl tumorzellschddigende Methoden, wie beispielsweise
die Kryochirurgie, die Applikation von Chemotherapeutika sowie die
Radiotherapie, als auch immunstimulatorische Methoden, wie bei-
spielsweise die Immuntherapie, in Betracht. Als nicht erfolgreich in der
Therapie equiner Sarkoide kann die Kombination der Radiotherapie mit
anschlieffenden immunstimulatorischen Verfahren, wie der Applikation
von Interleukin-2, gesehen werden. Denn die zellschiddigende Wirkung
der radioaktiven Strahlen betrifft beispielsweise auch die fiir die Immu-
nantwort essentiellen T-Zellen.

Die DC-basierte Tumortherapie kénnte in der Zukunft an Bedeu-
tung gewinnen. Neben ihrem derzeitigen vielfdltigen Einsatz in der Hu-
manmedizin, ist eine weitere Entwicklung fiir die Veterindrmedizin wiin-
schenswert. Ausgehend von der hohen Sicherheit und den guten Hei-
lungsergebnissen im Rahmen der vorliegenden Studie sind Verbesserun-
gen zu iiberdenken. Zum einen sollte die Methode zur Gewinnung der
DC verbessert und standardisiert werden. Zum anderen sind fiir die Ver-
gleichbarkeit der Studien objektive Untersuchungen der DC, bezogen auf
das Vorhandensein verschiedener Oberflichenantigene und die Stimula-
tionsfahigkeit von Lymphozyten durch DC essentiell. Auferdem ist die
Steuerung der Anzahl der iiberlebenden Gedéchtniszellen sowie deren
Lebenszyklus noch nicht vollstindig geklart.
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Erste humanmedizinische Studien anderer Autoren dazu zeigen je-
doch, dass Gedachtniszellen durch die Prasenz von DC und durch die
produzierten Zytokine (z.B. Interleukin-2 und 15) bzw. durch die von
ihnen prisentieren Antigene stimuliert werden (Ku et al., 2000; van Es-
sen et al., 2000). Weiterhin stehen Untersuchungen iiber eine optimale
zu applizierende Zellzahl, die bestmogliche Antigenpriaparation und die
zu empfehlende Applikationsart noch aus. Im Hinblick auf das Auftreten
von Rezidiven sollte eine ergédnzende weiterfithrende Therapie zur Auf-
rechterhaltung der Immunantwort erwogen werden. So kann der Einsatz
von Interleukin-2 im Anschluss an die DC-Therapie, im Fall therapie-
resistenter equiner Sarkoide, moglicherweise zu einem besseren Erfolg
fithren. Denn IL-2 wird bereits erfolgreich lokal zur Behandlung von Tu-
moren bei Menschen und Tieren eingesetzt (Spoormakers et al., 2003).
Eine weitere Moglichkeit, die Stimulation einer Immunantwort durch DC
zu maximieren, stellt die lokale Vorbehandlung mittels Adjuvantien dar,
beispielsweise mit der Substanz Imiquimod (Suzuki et al., 2000; Nair
et al., 2003).



Kapitel 6

Zusammenfassung

Ziel dieser klinischen Studie war der Nachweis der Sicherheit und Wirk-
samkeit der Therapie equiner Sarkoide durch die Kombination der chir-
urgischen Entfernung der Tumore und einer Vakzine, die auf autologen
dendritischen Zellen basiert. Es fanden 21 bereits vom Haustierarzt auf
verschiedene Weise vorbehandelte, an equinen Sarkoiden erkrankte Pfer-
de Eingang in diese Studie.

Zur Herstellung der Vakzine wurden Monozyten aus dem peripheren
Blut der Pferde isoliert und unter Zugabe der Zytokine GM-CSF und
Interleukin-4 zu dendritischen Zellen differenziert. Ferner wurde ein
Tumorlysat hergestellt, mit dem die dendritischen Zellen inkubiert
wurden. Die zweimalige Applikation der Vakzine erfolgte im Abstand
von 4 Wochen. Im Rahmen dieser hier vorgestellten Therapie traten
bei keinem der Pferde sichtbare Nebenwirkungen auf. Von den 21
behandelten Pferden konnten 13 durch die einmalige Durchfiihrung der
Kombinationstherapie geheilt werden. Es gibt keine Hinweise fiir einen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Tumore oder der Art der
Vorbehandlung und der Wirksamkeit der Therapie.

Die in dieser Arbeit beschriebene Kombinationstherapie stellt auf-
grund ihrer Sicherheit und ihrer vergleichsweise hohen Wirksamkeit
ein geeignetes Verfahren zur Behandlung fibroblastischer Sarkoide bei
Pferden dar, das durch weitere Studien optimiert werden sollte.
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Kapitel 7

Summary

Equine sarcoid therapy using dendritic cells

The study was designed to proof safety and efficacy of a therapy for
equine sarcoids applying a combination of surgical tumor excision and
subsequent application of autologous dendritic cells. The 21 horses of
this study were all affected by equine sarcoids and pre-treated by their
local veterinary surgeon using different methods.

To obtain the vaccine peripheral blood monocytes were isolated
and differentiated with the cytokines granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4). Next a tumor
lysate was produced and incubated with the DC prior to application.
The injection of the vaccine was performed 4 weeks apart. No adverse
side effects have been observed. 13 of the 21 treated horses may be
regarded healed by a single execution of the combinational therapy:.
There is no evidence for a correlation between the number of tumors or
the method used for pre-treatment and the efficacy of this therapy.

Due to its safety and comparably high efficacy the combinational
therapy described here seems well suitable for the treatment of fibro-
blastic sarcoids in horses and should be optimized through subsequent
studies.
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Kapitel 8

Abkurzungen

Abkiirzungen
Abkiirzung | Bedeutung
Abb Abbildung
AC akzessorische Zelle
Ag Antigen
AK Antikorper
APC Antigen présentierende Zelle
ATP Adenosintriphosphat
Au Gold
BCG Bacillus Calmette Guérin
BDV Border Disease Virus
BPV Bovines Papillomvirus
bzw beziehungsweise
C Celsius
cm Zentimeter
cm? Quadratzentimeter
em? Kubikzentimeter
CVLP chimére virusdhnliche Partikel
Co Cobalt
COq Kohlendioxid
CRPV Cottontailrabbit Papillomavirus
DC Dendritische Zelle (englisch: dendritic cell)
DNA Desoxyribonukleinsiure
EBV Epstein-Barr Virus
EDTA Ethylendiamintetraacetat
Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Abkiirzung | Bedeutung

EHV Equines Herpes Virus

EPV Equines Papillomvirus

ER Endoplasmatisches Retikulum
FIV Felines Immundefizienz Virus

g Gramm

ggr geringgradig

GmbH Gesellschaft mit beschrinkter Haftung
GM-CSF Granulocyte-macrophage-cell stimulating factor
hgr hochgradig

HIV Humanes Immundefizienz Virus
HPV Humanes Papillomavirus

HSV Herpes Simplex Virus

Hz Hertz

I Tod

iDC immature dendritische Zelle

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Ir Iridium

iv. intravenos

K Kelvin

kb Kilobasen

kg Kilogramm

LPS Lipopolysaccharid

mDC mature dendritische Zelle

mg Milligramm

mgr mittelgradig

MHC Major histocompatibility complex
MHz Megahertz

min Minute

ml Milliliter

Mo Monozyten

MoDC Monocyte derived dendritic cell
mW Milliwatt

ug Mikrogramm

wl Mikroliter

Fortsetzung auf der folgenden Seite




Abkiirzung | Bedeutung

pm Mikrometer

nm Nanometer

Nr. Nummer

0.b.B. ohne besonderen Befund

OoP Operation

PAS Periodic Acid Schiff

PBM periphere Blutmonozyten
PBS Phosphat buffered saline
PCR Polymerase Chain Reaction
PDFG Platelet-derived growth factor
PDT Photodynamische Therapie
post-op post operationem

pra-op pra operationem

Ra Radium

Rn Radon

RNA Ribonukleinsdure

rpm rounds per minute

TAP Transporter associated with antigen presentation
TLR toll-like receptor

TNF Tumornekrosefaktor

U Unit

VEE Venezuelan Equine Encephalitis
WHS Wundheilungsstérung
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